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Paul-Louis Simond, le dernier survivant de la phalange de 
Pastoriens coloniaux qui ont été les premiers missionnaires de 
l’Institut Pasteur au dela des mers, vient de s’éteindre 4 Valence 
(Dr6éme), le 18 mars 1947, dans sa quatre-vingt-neuvieme année. 
Comme Albert Calmette, Yersin, Emile Marchoux, A. Le Dantec, 
ses collégues médecins de la Marine et des Colonies, il était 
accouru, dés la fondation de notre Maison, s’initier aux techni- 
ques de la science nouvelle a laquelle la pathologie exotique 
ouvrait un champ si vaste d’exploration. Sa féconde activité s’est 
partagée entre l'Institut Pasteur et le Corps de Santé Colonial 
qu’il a, l’un et l’autre, brillamment servis. 

Ses premiéres campagnes 4 la Guyane (1887), en Chine et en 
Indochine (1890-1893) l’avaient mis en présence de l’inconnu qui 
enveloppait alors les grands fléaux dévastateurs des régions 
tropicales : le paludisme, la peste, la fiévre jaune, le choléra, etc... 
I] devait consacrer a leur étude la plus grande part de sa vie 
scientifique. Comme il l’a écrit, ¢’est avec enthousiasme que, 
a la fin de son stage d’instruction a l'Institut Pasteur, il part en 
1897, en mission aux Indes anglaises pour continuer les essais 
entrepris par Yersin sur la sérothérapie de la peste. Il y a réalisé 
l’ceuvre capitale de sa carriére. De 1898 4 1901, il dirige |’Institut 
Pasteur de Saigon, fondé par Albert Calmette en 1891. Dés son 
retour en France il est désigné pour constituer, avec Marchoux 
et Salimbéni, la mission francaise qui poursuivra, au Brésil, 
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l'étude de la fiévre jaune (1901-1905). Lorsque, en 1906, 1’Ecole 
d’application du Service de Santé des Colonies est créée a Mar- 
seille, il est chargé de l’enseignement de la microbiologie. I] assure, 
en outre, la sous-direction de cette pépiniére de médecins colo- 
niaux. En 1911, il est appelé a la direction de |’Institut Impé- 
rial de Bactériologie de Constantinople, ot il rend a Vinfluence 
culturelle de notre pays d’incomparables services. Elevé au 
grade de médecin général, il termine sa carriére dans les fonc- 
tions de directeur du Service de Santé de l’Indochine, de 1914 
a 1917. L’autorité personnelle qu’il a acquise, lui permet de 
donner une vive impulsion a la défense sanitaire de ce pays de 
vingt millions d’habitants, dont il disait, en 1907, qu’il était une 
des régions les plus insalubres du monde. 

Les travaux de P.-L. Simond ont embrassé les principales mala- 
dies endémiques et épidémiques des pays chauds. Ils sont exposés 
dans de nombreux articles de revues et de grands traités de patho- 
logie exotique. Mais il suffit, pour perpétuer sa mémoire, de 
rappeler les trois ordres de recherches auxquelles son nom 
restera attaché. 

Sur le conseil de Metchnikoff, il reprend, en 1896, la question 
controversée du dimorphisme évolutif des coccidies. R. Pfeiffer 
avait montré « que le coccidium du lapin posséde deux cycles 
évolutifs, Pun endogéne asporulé qui détermine la pullulation des 
coccidies dans les tissus de Vhéte, Vautre exogéne sporulé qui 
permet la contagion de |’animal malade a l’animal sain et assure 
la conservation de Vespéce. » 

L’importance de cette étude dépassait celle d’un litige concer- 
nant un point théorique d’histoire naturelle puisque nombre d’épi- 
zooties et diverses maladies humfaines relévent de parasites appar- 
tenant au méme groupe ou a un groupe voisin de sporozoaires. 
Simond observe des faits nouveaux qui permettent d’établir sur 
des bases plus solides la parenté affirmée par Metchnikoff en 
1887 entre ’hématozoaire du paludisme et le groupe des coccidies. 
N) confirme la réalité de Vhypothése émise par Pfeiffer. Il précise 
existence d’une différenciation sexuelle chez les sporozoaires. 
Il voit, dans les flagelles des masses chevelues observées par 
Metchnikoff, parmi les éléments parasitaires de la coccidie de 
Vintestin de la salamandre, les cellules males (microgamétocytes) 
qui donnent naissance aux microgamétes. Il ne peut assister au 
phénoméne de la fécondation. « Les faits nouveaux que nous 
avons observés, écrit-il, en conclusion de son mémoire sur ]’Evo- 
lution des sporozoaires du genre Coccidium (1), jettent une vive 
elarté sur histoire naturelle du parasite de la fiévre paludéenne 
découvert par Laveran... Le stade mobile des Coccidium en parti- 


(1) P.-L. Srwonp, Ces Annales, 1897, 44, 545-581. 
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culier donne l’explication la plus rationnelle de l’existence des 
corps a flagelles du paludisme et des Polymitus des oiseaux. Ce 
sont, selon toute probabilité, les mémes stades chez les héma- 
tozoaires et nous devons ici, comme chez les Coccidium, admettre 
la possibilité d’une conjugaison nécessaire pour la production 
d’une forme de résistance. » Mac Callum devait en apporter la 
preuve en décrivant les processus de fécondation chez |’Halteri- 
dium des oiseaux. 

Appelé par la confiance de M. Roux a se rendre en juin 1897, 
aux Indes anglaises, ol une sévére épidémie de peste s’étend du 
foyer primitif de Bombay vers l’intérieur de ce pays surpeuplé, 
P.-L. Simond suit pas 4 pas, pendant un an, l’extension du fléau. 
Champ imcomparable d’observations épidémiologiques! 

Pour donner a la découverte qu’elles ont entrainée toute son 
originalité et toute sa valeur, il est nécessaire de rappeler quel 
était alors l’état des esprits. La notion, devenue familiére aujour- 
d’hui, de l’intervention des insectes dans la transmission de cer- 
taines maladies infectieuses n’avait pas encore été admise. La trans- 
mission de la filariose par les moustiques, dont Patrick Manson 
avait fait la preuve, concernait un ver nématode. Le cycle évolutif 
de tels parasites 4 travers les hétes de passage était connu des natu- 
ralistes. Mais la mémorable découverte de Finlay, en 1881, sur la 
transmission de la fiévre jaune par le moustique Culex fasciatus 
(Stegomya fasciata, Aedes aegypti) devait attendre vingt ans avant 
d’obtenir droit de cité en épidémiologie. Ronald Ross n’avait pas 
encore montré la transmission par Culex pipiens de |’hématozoaire 
des oiseaux, de l’animal malade a |’animal sain. Les missions 
scientifiques venues 42 Bombay en 1907 de Russie, d’Angleterre, 
d@’ Allemagne, d’Italie considéraient comme démontré que l’agent 
infectieux de la peste était émis avec les excréments des malades 
humains et murins et que, répandu sur le sol, mélangé aux pous- 
siéres, il pénétrait dans l’organisme des sujets sains par la voie 
digestive, par l’air inspiré, par les excoriations de la peau. 

L’attention de Simond est retenue par deux ordres de faits. Une 
étude critique des cas de transmission de la peste du rat a l’homme 
lui révéle de troublantes contradictions. La contamination de 
Vhomme sain se produit a la suite d’un contact rapide avec le cada- 
vre du rat aussité6t aprés la mort, alors que le maniement de rats 
morts depuis quelques heures reste inoffensif. L’>homme contracte 
la peste par le séjour dans un local dont les rats pesteux ont été 
retirés depuis plusieurs jours. D’autre part, un certain nombre 
d’individus atteints de peste présentent, dans les régions ot la peau 
est saine et fine, une petite phlycténe, toujours située sur le trajet 
des vaisseaux lymphatiques correspondant au siége du bubon. 
Elle rappelle aspect de la lésion cutanée provoquée par une 
piqtre d’insecte. L’hypothése du réle transmetteur d’un ecto-para- 
site, commun au rat et 4 l’homme, s’impose dés lors a l’esprit. Par 
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une expérience cruciale dont Je dispositif excluait tout autre mode 
de contagion, P.-L. Simond réalise la transmission de la peste 
dun rat mourant a un rat sain, en apportant la preuve que la puce 
est ectoparasite responsable (2). « Ce jour-la, 2 juin 1898, écrit-il, 
j’éprouvais une émotion inexprimable 4 la pensée que je venals 
de violer un secret qui angoissait l’humanité depuis l’apparition de 
la peste dans le monde ». 

En 1901, la Commission militaire américaine 4 La Havane fait 
connaitre que le virus de la fiévre jaune existe dans le sang des 
malades et qu’il est transmis 4 homme sain par un moustique, 
Stegomya fasciata, ainsi que J’avait affirmé Finlay vingt ans 
auparavant. Ces constatations orientent dans des voies nouvelles la 
prophylaxie du typhus amaril, si menagant pour les populations 
de nos possessions des Antilles et de l’Afrique occidentale. Le 
Gouvernement francais confie 4 P.-L. Simond, Emile Marchoux et 
Salimbéni, la mission de reprendre au Brésil les travaux de Reed, 
Caroll et Agramonte A Cuba.. De 1901 a 1905, la mission frangaise 
confirme l’ensemble de leurs recherches et les compléte par un 
grand nombre d’observations originales. Elle précise les conditions 
de la transmission par Stegomya fasciata qu’elle reconnait comme 
le seul agent transmetteur a |’exclusion de toute autre espéce de 
moustiques, la biologie et les mceurs de cet insecte, les parasites 
qu’il héberge, tous sans relations avec la fiévre jaune, la nature . 
du virus filtrable, les conditions de limmunité dans les diverses 
races humaines, le rythme des épidémies. Elle dégage toutes les 
conséquences des données acquises en ce qui concerne la pro- 
phylaxie (8). 

Le retour définitif en France, 4 l’Age de la retraite, aprés la 
guerre de 1914-1918, promettait 4 P.-L. Simond une place pré- 
pondérante dans les milieux ot sa notoriété s’était affirmée., Aussi 
détaché des satisfactions de cet ordre qu’il était enthousiaste dans 
le rude effort de son existence coloniale, il se retire en 1919, a 
Valence (Dréme). Dévoué aux ceuvres sociales de sa petite patrie, 
il devait y vivre plus de vingt-cing ans dans la sérénité de ses 
souvenirs. 

C’est pourquol, si les travaux du savant survivent, le souvenir 
de homme s’est effacé dans la mémoire des jeunes générations. 
Peu nombreux sont ceux d’entre nous qui peuvent évoquer, a la 
nouvelle de sa mort, le charme et la streté de son amitié, l’auto- 
rité de ses conseils, et]’affection dont l’entouraient ses compagnons 
de la période héroique de la colonisation, aujourd’hui disparus, 
ses collégues et ses disciples. 

Noél Bernarp. 

(2) Ces Annales, 1898, 42, 625-687. 

(3) E. Marcnoux, Saumeénr et P.-L. Smmonp, Ces Annales, 1903, 47, 


665-781. — E. Mancuoux et P.-L. Srwonp, Id., 1906, 20, 16-40, 104-148 
161-205. 


RECHERCHES ENZYMATIQUES SUR LES MUTATIONS 
BACTERIENNES 


Il, — LE METABOLISME DES OIACIDES CHEZ LA FORME NORMALE 
ET LE MUTANT « SUCCINATE » DE MORAXELLA LWOFFI 


par AnprE LWOFF et Atice AUDUREAU. 


(Service de Physiologie microbienne de I’ Institut Pasteur.) 


Historique. 


La souche normale de la bactérie Morazella Lwoffi variété 
brevis est incapable de se développer immédiatement dans un 
milieu"a l’acide succinique, mais le développement se produit 
aprés une période de latence qui correspond au temps nécessaire 
a l’apparition d’une mutation (A. Lwoff et A. Audureau, 1942). 
La fréquence de cette mutation est augmentée par le rayonnement 
[R. Croland] (1). 

Le mutant « succinate » ou S est susceptible d’utiliser immé- 
diatement, non seulement Vacide succinique, mais aussi les 
acides fumarique et ]-malique, alors que les bactéries normales N, 
n’utilisent aucun de ces diacides. 

Nous avons montré (1944) que les bactéries N et S se comportent 
de facon trés différente en présence d’acide oxalo-acétique, et nous 
avions conclu que la mutation N->S entrainait une modifica- 
tion de la décarboxylase de l’acide oxalo-acétique. 

Les circonstances ne nous avaient permis de ne publier en 
janvier 1944 qu’une courte note. Depuis cette publication, de 
nouvelles expériences ont été réalisées, et c’est l’ensemble de 
nos documents que nous donnons aujourd’hui. 


MATERIEL ET TECHNIQUES. — Des renseignements détaillés ont été 
donnés dans les mémoires antérieurs sur la souche et les conditions 
de sa culture. Rappelons simplement la constitution du milieu de 
culture le plus souvent utilisé : PO,KH, 4,5 g. — SO, (NH,), 9,75 g. — 
KC, 0,5 g. — SO,Mg 0,05 g. — Eau bidistillée 1.000 cm* — soude pour 
pH 7,4. 


(1) Nous adressons un souvenir ému 4 la mémoire de notre ami 
R. Croland, assistant & l’Ecole normale supérieure, qui, en 1943, a 
été déporté en Allemagne ot il a été assassiné. 
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On ajoute A ce milieu, A raison de 2 cm® pour 1 litre la solution 
suivante stérilisée A part : citrate ferrique 1 g. — chlorure de cal- 
cium 1 g. — eau bidistillée 1.000 cm’. 

L’aliment carboné est représenté, suivant les cas, par les acides 
acétique, succinique, fumarique ou 1-malique, ajoutés sous forme 
de leur sel de sodium & raison de 1 g. par litre. 

Pour nos essais, nous avons utilisé soit la souche N, soit la souche NS) 
pure, c’est-a-dire exempte de germes normaux. Rappelons que la muta- 
tion N —> S s’est montrée jusqu’ici irréversible. 

Pour obtenir des bactéries en quantité suffisante, on ensemence de 
grandes fioles &4 fond plat que l’on agite 4 28 ou 35° pour assurer une 
oxygénation suffisante (Moraxella est un aérobie strict). 

Pour les mesures de respiration, nous avons utilisé l’appareil de 
Warburg. L’acide pyruvique et l’acide oxalo-acétique (a. 0. a.) ont été 
dosés suivant les méthodes de Straub, une courbe d’étalonnage avec 
Vélectrophotométre de Meunier ayant été préalablement établie avec 
des solutions de titre connu. 

La densité optique des suspensions bactériennes est mesurée avec 
l’électrophotométre de Meunier, dans une cuve d’épaisseur utile de 
10 mm. Une unité correspond a une variation de densité optique 
de 0,0035 pour une lumiére filtrée de } moyenne efficace de 0,55 y, 
environ. Pour fixer les idées, nous indiquerons que 1 cm*%, d’une 
suspension de densité optique 200 renferme approximativement 10% bac- 
téries. 

Pour alléger le texte, nous utiliserons les abréviations suivantes : 
a. f. = acide fumarique, a.m. = acide 1-malique, a. p. = acide pyru- 
vique, a. 0. a. = acide oxalo-acétique, a.s. = acide succinique, d.o. = 
densité optique des suspensions bactériennes mesurée a 1’électrophoto- 
métre de Meunier. 


INTRODUCTION. 


L’oxydation des diacides en C, répond aux formules 
4° COOH — CH, — CH, — COOH + 4/2 0, = COOH — CH = CH — COOH + H,0 


Acide succinique. Acide fumarique. 
2° COOH — CH = CH — COOH + HO = COOH — CH, — CHOH — COOH 
Acide fumarique. Acide malique. 
3° COOH — CH, — CHOH — COOH + 4/20, = COOH — CH, — CO — COOH + H,0 
Acide malique. Acide oxaloacétique, 
4° COOH — CH, — CO — COOH = CH, — CO — COOH + CO, 
Acide oxaloacétique. Acide pyruvigque. 


Lorsque, au cours de nos premiers essais, nous avions cons- 
taté que les bactéries S, contrairement aux bactéries N, utili- 
saient l’acide succinique, notre premiére hypothése fut que les 
bactéries N étaient dépourvues de succino-déhydrogénase et que 
la mutation consistait dans l’apparition de cet enzyme. Cepen- 
dant une expérience préliminaire montrait que les bactéries N 
étaient capables de réduire le bleu de méthyléne en présence 
d’acide succinique. Nous constations également que le mutant S 


i 
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utilisait les acides fumarique et l-malique. I] aurait fallu admet- 
tre, puisque les enzymes responsables de l’oxydation de ces 
Substances sont spécifiques, que la mutation portait a la fois 
sur ces trois enzymes. Une autre hypothése a été envisagée : 
la mutation porterait sur un enzyme attaquant un produit commun 
du métabolisme des acides fumarique, succinique et malique : 
Vacide oxalo-acétique. 

L’expérience montrait effectivement que la courbe de dispa- 


m.m? 0. 


&=26° 
of. 0.=726 


* = succinate # SO,(NHq) 2 
© = Succinate 


ie) SO 100 

MINUTES 

Fic. 4. — Respiration des bactéries S cultivées en présence de succinate 
aux dépens du succinate en présence et en l’absence d’aliment, azoté. 


rition de l’a. 0. a. était trés différente suivant qu’il était mis en 
contact avec des bactéries N ou S. Cependant, nous ne considé- 
rions pas le probleme comme résolu, et de nombreuses expé- 
riences étaient instituées pour répondre aux différentes questions 
qui se posaient au cours du travail. Ces expériences ne sont pas 
exposées dans leur ordre chronologique, mais groupées de fagon 
systématique. Elles seront discutées dans leur ensemble a la fin 
de ce mémoire lorsque nous tenterons de dégager de leur ana- 
lyse une idée sur la nature de la mutation N —> S. 


LA RESPIRATION. 


A. ConpITIONS D’ETUDE DE LA RESPIRATION. — La respiration des 
Morazella, qui, rappelons-le, sont aérobies stricts, a été mesurée 
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avec l’appareil de Warburg dans des fioles coniques en présence 
de KOH. Dans ces conditions, 83 cm* d’une suspension de bac- 
téries dont la densité optique moyenne est voisine de 120 a 130, 
respire avec une intensité suffisante pour que des lectures puissent 
étre pratiquées utilement a quinze minutes d’intervalle. 

En présence d’un aliment azoté convenable [SO,(NH,)2| et 
d’un aliment carboné assimilable : acétate, éthanol pour les bac- 


SOg(NHq) 2 
+ acetate 


acétate # SQ, (NH4)? 


acétate 
+504 (NHaq)2 


acétate 
wk 


9 30 60 30 


720 
MINUTES incTes 


Fie. 2. Fic. 3. 


Fic. 2 et 3. — Respiration des bactéries. 


Fic. 2 (& gauche): respiration des bactéries S cultivées en présence d’acétate. 
On voit la décroissance de la respiration en Pabsence de sulfate d’ammonium. 
La respiration augmente et la croissance se poursuit aprés addition de sulfate 
d’ammonium aux suspensions pourvues d'un aliment carboné ; ou de sulfate 
d’ammonium et d’acétate aux suspensions sans substrat carboné. 


Fic. 3 (@ droite) : respiration des bactéries N cultivées en présence d’acétate 
montrant la chute de la respiration en l’absence de sulfate d’ammonium. 


téries N et S, acétate, éthanol, succinate, fumarate ou I-malate 
pour les bactéries S, la respiration augmente du fait de la crois- 
sance bactérienne. En Vabsence d’aliment azoté, la respiration 
diminue réguliérement jusqu’a alteindre 40 p. 100 environ de sa 
valeur initiale. 

a) Des bactéries S cultivées en présence de succinate sont cen- 
trifugées deux fois et mises en suspension dans un milieu tam- 
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ponné dépourvu d’aliment azoté. Celui-ci est introduit dans le 
diverticule de certaines fioles et sera versé dans la suspension 
des bactéries juste aprés |’établissement du zéro. La quantité 
introduite sera telle que la concentration initiale en sulfate 
d’ammonium dans le milieu sera de 1 g. par litre. 

L’examen des courbes (fig. 1) montre que les suspensions 
avaient sensiblement la méme respiration au départ. Mais alors 
que la respiration augmente en présence d’azote, elle diminue 
en l’absence d’aliment azoté. 

b) Dans une autre expérience, on a utilisé des bactéries S culti- 


m.m20 
*xaA = acetate 
o Ss = succinate 
Of = fumarate 
a m= malate 


60 


O 
Se acétate 


succinate 


e@ = fumarate 
4: Malate 


60 
MINUTES 


se MINUTES 


Fic. 4. Fie. 5. 
Fie. 4 et 5. — Respiration des bactéries S cultivées en acétate aux dépens de 
l’acétate, du succinate, du fumarate et du malate, et en l’absence d’aliment 
carboné. 


vées en présence d’acctate. L’addition de sulfate d’ammonium 
aprés 1 heure, a entrainé immédiatement une augmentation des 
oxydations (fig. 2). La respiration des témoins sans aliment azoté 
ni carboné ou sans aliment carboné s’est montrée négligeable. 
La respiration a augmenté immédiatement aprés l’addition soit 
de sulfate d’ammonium et d’acétate, soit d’acétate seul. 

c) Enfin, dans une troisiéme expérience (fig. 3), on a étudié 
les bactéries N cultivées en présence d’acétate. L’addition de 
sulfate d’ammonium aprés quarante-cing minutes a entrainé une 
augmentation de la respiration alors que celle-ci a continué 
4 diminuer dans le témoin dépourvu d’aliment azoté. 

Il parait certes normal que le métabolisme des bactéries effec- 
tuant des synthéses soit plus élevé que celui des bactéries ne se 
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livrant pas 4 ces synthéses. Le lavage des bactéries entraine cer- 
tainement des coenzymes qui ne peuvent étre resynthétisés qu ’en 
présence d’un aliment azoté. On peut également envisager 
Vhypothése que certains produits du métabolisme intermédiaire 
normalement combinés 4 des groupemenis NH, s’accumulent en 
Vabsence d’azote et inhibent les oxydations. I] est en tout cas 
parfaitement normal que la respiration des cultures en voie de 
croissance augmente réguliérement. On aurait pu choisir pour 
Pétude de la respiration des bactéries préparées par un jetne 
azoté, et carboné prolongé. Nous avons préféré placer les bac- 
téries dans des conditions plus physiologiques. Nos mesures de 
la respiration ont done été effectuées en présence de sulfate 
d’ammonium. 


B. ResprraTION DES BACTERIES S. — a) Respiration des bac- 
téries cultivées en présence d’acéiate. — Des bactéries S cultivées 
en présence d’acide acélique comme aliment carboné sont cen- 
trifugées el mises en suspension dans un milieu tamponné addi- 
tionné de sulfate d’ammonium. ; 

La respiration a augmenté en présence d’acétate et elle est 
restée stable pendant une heure et demie, en présence de succi- 
‘nate et de fumarate (fig. 4 et 5). 

Les bactéries S cultivées en présence d’acétate sont done aptes 
a oxyder les diacides succinique, fumarique et malique. 

b) Respiration des bactéries cultivées en présence de malate 
ou de succinate. — 1. Des bactéries S cultivées en présence 
d’acide |-malique sont centrifugées, mises en suspension dans le 
liquide tamponné additionné de sulfate d’ammonium. Les courbes 
montrent une augmentation de la respiration en présence des 
diacides en C, (fig. 6). 

2. Des bactéries S cultivées en présence d’acide succinique ont 
montré une augmentation de la respiration en présence de fuma- 
rate, succinate et malate (fig. 7). 

I] apparait 4 l’examen des figures 6 et 7 que les bactéries S 
cultivées en présence des diacides en C, oxydent les diacides 
plus intensément que l’acétate. 

3. Enfin, on a examiné |’effet de l’absence d’azote sur Ja respi- 
ration des bactéries S cultivées en présence de succinate. 

Dans le diverticule on a ajouté : 

1° acétate ; 

2° acétate et SO,(NH,). ; 

3° succinate ; 

4° succinate et SO,(NH,), 3 

Le contenu du diverticule a été déversé aprés la lecture du 
zéro. La respiration a augmenté en présence de succinate et de 


sulfate d’ammonium (fig. 8). Elle a diminué en présence de suc- 
cinate seul. 
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Fic. 6 et 7. — Enhaut: respiration des bactéries S cultivées en présence d’acide 


malique. En bas: respiration des bactéries 
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Pour ce qui est du comportement vis-a-vis de lacétate, on voit 
que la respiration a augmenté d’abord rapidement en presence 
d’acétate et de sulfate d’ammonium. Cette augmentation rapide 
correspond vraisemblablement a |’adaptation enzymatique. Puis 
augmentation de la respiration a conlinué a vitesse réduite, 
correspondant vraisemblablement a la croissance. 


En l’absence d’azote, il y a eu, pendant trente minutes, aug- 
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Fic. 8. — Respiration des bactéries S cultivées en présence de succinate mon- 
trant Veffet de la carence en azote sur la respiration aux dépens du succinate 


et du lactate. (En pointillé, respiration des cultures dépourvues de sulfate 
d’ammonium). 


mentation des oxydations, c’est-a-dire début de 1l’adaptation 
4a Vacétate. Puis s’est manifesté Veffet du jetne azoté et la 
courbe des oxydations, en présence d’acétate, est devenue paral- 
léle & la courbe des oxydations en présence de succinate. 

De toute facon, les bactéries S cultivées en présence d’acétate 
ou de diacides en ©, sont capables d’oxyder les acides succi- 
nique, fumarique et l-malique. 


C. RESPIRATION DES BACTERIES NORMALES N. — ‘Les bactéries nor- 
males N cultivées en présence d’acétate respirent en présence 
d’acétate comme les bactéries S (fig. 9). Par contre, la respira- 


\ 


LES MUTATIONS BACTERIENNES 525 


tion en présence de malate est extrémement faible sans cepen- 
dant étre nulle. 
i ’ : . eric 
Le malate n’exerce cependant aucune action inhibitrice sur la 
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Fic. 9. — Respiration des bactéries N cultivées en présence d’acétate. On notera 


4° absence Waction inhibitrice du malate sur la respiration aux dépens 
de l’acétate ; 2° la respiration trés faible aux dépens du malate seul. 


respiration. En effet, dans un milieu renfermant de l’acide acéti- 
que (1 g. par litre) et de acide malique (1 g. par litre), la respi- 
ration s’effectue comme en présence d’acide acétique seul. 
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‘Des expériences similaires ont été réalisées avec le mélange : 


acétate-fumarate, acétate-succinate et lactate-malate (fig. 10, 11, 
12), et ont donné le méme résultat. 
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Fre. 10. — Respiration des bactéries N cultivées en acétate aux dépens d’acétate, 
acétate + malate, lactate et lactate + malate. 


mm?0, 


100 100 


90 


90 


80 80 


70 70 


60 60 


x= acélate 
OQ = acélale + fumarate 
@ = acélale succinate 


50 


20 


40 60 80 
MINUTES 


Fie. 141, 


B= acetale 
O= acelalre+ Succinale 
x= acelate + malate 
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Fic. 412. 


Fic. 14 et 42, — Respiration des bactéries N cultivées en acétate aux dépens 
dacétate et d’acétate additionné de fumarate, de succinate ou de malate. 


_ ll est manifeste que les diacides étudiés n’exercent pas d’action 
inhibitrice sur le systeme respiratoire des bactéries N. Celles-ci 
se développent d’ailleurs dans le milieu A Yacétate + malate, 
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acétate + succinate, ou acétate + fumarate comme dans le milieu 
a lacétate seul. 

L’incapacité des bactéries N a utiliser les diacides tient donc 
a un défaut du métabolisme propre de ces diacides ou de leurs 
dérivés, et non A une action inhibitrice. 

Nous avons dit que la respiration des bactéries N en présence 
des diacides n’était point nulle. Elle est mesurable si l’on utilise 
des suspensions assez denses et si l’on espace les lectures. 

a) Des bactéries N cultivées en milieu a l’acétate sont centri- 
fugées et mises en suspension dans le milieu tamponné plus 
sulfate d’ammonium. On ajoute dans le diverticule des fioles de 
l'appareil de Warburg les acides s.,. f. et m. qui sont introduits 
dans Ja suspension quinze minutes avant la lecture du zéro. On 
constitue comme toujours un témoin sans aliment carboné. On 
notera que la respiration de ces bactéries témoins n’est jamais nulle. 

La respiration de départ en présence de fumarate est toujours 
relativement élevée (fig. 13); elle baisse rapidement par la suite. 
La respiration en présence des acides succinique et |-malique 
diminue également, mais reste toujours supérieure a celle du 
témoin sans aliment carboné. 

On pouvait se demander si Ja diminution de la respiration ne 
tenait pas a ce que les bactéries N avaient été cultivées dans des 
milieux dépourvus de diacides. Des bactéries N ont donc été 
cultivées en présence d’acétate + fumarate, acétate + malate, 
acétate + succinate (fig. 14, 15, 16). Elles se sont comportées 
comme les bactéries développées en présence d’acétate seul. Dans 
une autre expérience (fig. 17) la respiration aux dépens du succi- 
nate est restée trés basse et n’a montré durant six heures aucune 
tendance a ]’augmentation. 

On voit que la respiration en présence des diacides est tou- 
jours supérieure a la respiration des témoins sans aliment car- 
boné. Les bactéries N oxydent donc lentement le succinate, le 
fumarate et le malate. Cette respiration tend rapidement vers une 
valeur trés faible, notablement inférieure, douze fois environ, a la 
respiration des bactéries S en milieu au succinate dépourvu 
d’aliment azoté. 

Cette respiration trés faible des bactéries N en présence des 
diacides peut tenir A l’oxydation lente de ces diacides qui aboutit 
4 la formation d’acide oxalo-acétique et 4 l’oxydation de petites 
quantités d’acide pyruvique provenant de la décarboxylation 
spontanée de l’a. 0. a. formé par oxydation de l’acide malique. 


D. INFLUENCE DE CETOFIXATEURS SUR LA RESPIRATION DES BACTE- 
ries N EN PRESENCE DE pIAcIpES. — La malicodéhydrogénase trans- 
forme J’acide ]-malique en acide oxalo-acétique. On verra plus 
loin que les Moraxella produisent de l’a.0.a. aux dépens de 
V’acide malique. Or, D. E. Green a montré (1936) que l’acide oxalo- 
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acétique inhibait complétement l’oxydation de l’acide malique. Par 
Yemploi de cétofixateurs : hydrazine, semicarbazide, hydroxyla- 
mine, Green a pu obtenir une oxydation linéaire de l’acide malique. 
La diminution de la respiration des bactéries N en présence de 
diacides pouvant tenir a l’accumulation des corps cétoniques, nous 
avons examiné l’effet des cétofixateurs sur la respiration des 
bactéries N. 

Des bactéries N cultivées en présence d’acétate, ont été, aprés 
lavage, mises en présence de succinate et de divers cétofixateurs. 

L’hydroxylamine, 1,15 mg. par centimétre cube; la méthyl- 
hydrazine, 7,3 mg. par centimétre cube ; la semicarbazide, 4,4 mg. 
par centimétre cube, n’ont pas permis ]’oxydation du succinate. 
L’acide oxalo-acétique lui-méme, on le verra, est d’ailleurs sans 
effet sur la respiration des bactéries N et S. 


E. INFLUENCE DE L’A. 0. A. SUR LA RESPIRATION DES BACTERIES N 
ET S. — a) Des cultures N et S en voie de développement dans le 
milieu 4 l’acétate de sodium sont centrifugées. Le culot est mis en 
suspension dans un milieu a |’acétate neuf. La suspension bacté- 
rienne (2 cm’) est introduite dans les fioles de l’appareil de 
Warburg. Dans le diverticule, on introduit 1 cm® de milieu tel quel 
ou additionné d’a. 0. a. (sel de Na) 4 raison de 1200, 600, 300 et 
150 pg. par centimétre cube (solution neutre préparée juste au 
moment de l’emploi). L’a. 0. a. sera déversé dans la suspension 
bactérienne aprés |’établissement du zéro. La proportion d’a. o. a. 
qui subira la décarboxylation spontanée durant l’expérience est 
négligeable dans les conditions ot nous avons opéré. 


TasLeav I. — Influence de l’acide oxalo-acétique sur loxydation 
de l’acide acétique par les Moraxella N et S. 


Acide oxalo-acétique en vg. parcentimétrecube.| 0 j 400 | 200 } 400 
Bactéries N 5 
Bactéries S 


(1) Les chiffres représentent l’oxygéne consommé (en millimétres cubes) en 40 minutes 
4 28° par 3 cm? de suspension bactérienne de d. 0. 110 en présence d’acétate de sodium M/60. 


L’examen du tableau 1 montre qu’en présence d’a. o. a. les bac- 
téries N ont consommé la méme quantité d’oxygéne que dans le 
témoin additionné d’acide acétique seul. Il est évident que, dans ce 
milieu, les bactéries S détruisent l’a. 0. a., mais la quantité décar- 
boxylée en quarante minutes 4 28° par une suspension bactérienne 
de d. 0. 110 est de l’ordre de 100 pg. par centimétre cube. Les 
expériences sont donc significatives pour les fioles renfermant 
400 et 200 y d’a. o. a. par centimétre cube. La quantité d’a. o. a. 
détruite par les bactéries N est négligeable. L’a. 0. a. n’inhibe 
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donc pas |’oxydation de l’acide acétique par les bactéries N et S. 

b) Des bactéries S cultivées en présence d’acide malique sont 
centrifugées et lavées, l’aliment carboné est constitué soit par de 
Vacide malique, soit par de l’a. 0. a., soit par un mélange des 
deux substances qui sont introduites dans les fioles de |’appareil 
de Warburg. On voit (tableau 2) que l’a.0.a. n’a pas inhibé 


TasLEAu I]. — Oxydation de Vacide malique en présence 
d’acide oxalo-acétique et oxydation de l’acide oxalo-acétique 
par les bactéries 8S. 


Acide l/-malique en yg. par centimétre cube | 1.000} 1.000) 1.000) 1.000) 0 

Acide oxalo-acétique en ug. par centimétre cube. . 0 44 88] 220) 220 

Millimétres cubes d’0, consommés en 1 heure. 17 66 ih 69} 53 
(pie DiOs——423 


sensiblement la consommation d’oxygéne en présence d’acide 
malique. On verra par la suite que l’acide malique inhibe la des- 
truction de ]’a. 0. a. et on peut étre certain que les mesures de 
respiration ont bien été faites en présence des quantités d’a. o. a. 
introduites dans le milieu. On notera aussi que les bactéries S 
oxydent |’acide oxalo-acétique (respiration en présence d’a. 0. a. 
comme seul substrat). 

D’autres expériences ont montré que la consommation d’oxy- 
géne des bactéries N en présence d’acide oxalo-acétique (220 pg. 
par centimétre cube) est identique a celle des témoins sans ali- 
ment carboné. Au contraire des bactéries S, les bactéries N sont 
done incapables d’oxyder l’acide oxalo-acétique. Les cétofixa- 
teurs ne permettent pas l’oxydation de l’acide succinique par les 
bactéries N. 

L’acide oxalo-acétique n’inhibe pas Jloxydation de Jacide 
malique par les bactéries S. I] n’inhibe pas l’oxydation de l’acide 
acétique par les bactéries N et S. 


Les pactéries N et S ET L’ACIDE OXALO-ACETIQUE. 


L’oxydation des diacides étant supposée suivre le schéma 
s.—>f.—+m.-—>a.0.a., ’hypothése que le défaut d’utilisation 
des diacides par les bactéries N tenait &4 un défaut du métabo- 
lisme du produit commun de leur oxydation, l’a. 0. a., était plau- 
sible. Nous avons alors examiné le sort de |’a. 0. a. mis en pré- 
sence de Morazella S et N. 

On sait que l’a.o.a. subit une décarboxylation spontanée, 
lente. Nous avons vérifié qu’en présence de bactéries bouillies, 
il disparaissait la méme quantité d’a.o.a. que dans le milieu 
témoin. Au contraire, en présence de bactéries S vivantes, une 
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notable quantité d’a. o. a. disparait. La disparition de l’a. o. a. 
nest donc pas le fait d’une action de surface, mais bien 
d’enzymes spécifiques. 


a) Bacrirres S. — Disparition de V'acide oxalo-acélique en pré- 
sence des bactéries S. — Des bactéries S cultivées en présence 
de malate sont centrifugées, mises en suspension en milieu tam- 
ponné additionné de sulfate d’ammonium. Dans le milieu témoin 
ainsi que dans la suspension de bactéries, on ajoute de |’a. o. a. 
(solution neutre venant d’étre préparée). L’a. 0. a. est dosé aprés 
des périodes variables. On constate (fig. 18) que la décarboxyla- 
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Fic. 148. — Destruction de l’acide oxalo-acétique par les bactéries S. 


tion spontanée dans le témoin non additionné de bactéries est 
trés faible, alors qu’en présence de bactéries S, la quasi totalité 
de ]’a. o. a. a disparu en une heure et demie. 

Influence du pH sur la vitesse de disparition de l’acide ozxalo- 
acétique. — Des bactéries S cultivées en présence de malate sont 
centrifugées et mises en suspension dans de |’eau bidistillée. On 
ajoute 1 cm’ de cette suspension a 10 cm® de solution tamponnée : 

1° tampon de phosphate M/13 de pH 7,8, 6,9 et 6,0. 

2° tampon acétate de sodium M/13 de PH 7,8, 6,9 et 6,0. 

On ajoute 2 cm* d’a. 0. a. aux suspensions bactériennes et aux 
solutions tampons, additionnées de 1 cm* d’eau bidistillée. 

La densité optique des suspensions bactériennes était de 138 ; 
température de l’expérience : 21°. 

On voit (fig. 19) que la disparition de l’a. 0. a. a été sensible- 
ment ralentie 4 pH 4,1. 

Influence de la concentration du substrat sur Vattaque de 
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Vacide oxalo-acétique par les bactéries S. — Des bactéries S 
cultivées en présence de malate sont centrifugées et mises en sus- 
pension dans le milieu tamponné additionné de sulfate d’ammo- 
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Fic. 149. — Destruction de I'acide oxalo-acétique par les bactéries S a divers pH. 


nium. On ajoute de l’a.o. a. A concentrations diverses et on le 


dose dans les témoins sans bactéries et dans la suspension bacté- 


rienne ; température 24°; d. o. des suspensions bactériennes 126. 


L’examen de la figure 20 montre que la. 0. a. a disparu a la 
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méme vitesse quelle que soit la concentration initiale : 46, 85, 168 
et 428 ug. par centimétre cube. 


Les différences observées dans la disparition de acide oxalo- 
acétique sont-elles lies & la nutrition azotée? L’ensemble des expé- 
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Fie. 20. — Influence de la concentration en acide oxalo-acétique 
sur sa destruction par les bactéries S. 


riences effectuées a montré que la destruction de l’a. 0. a. pouvait 
ou bien se poursuivre a une vitesse constante, ou bien diminuer 
lorsque la concentration en a. o. a. tend vers zéro. Toutes les expé- 
riences ont été faites en présence d’un aliment azoté. Nous avons 
jugé utile cependant de suivre la marche de la disparition de 
~ Va. o. a. en présence et en l’absence d’azote. Les bactéries S culti- 

vées en présence de malate sont centrifugées trois fois, lavées et 
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mises en suspension dans le milieu tamponné dépourvu d’azote. 
Dans le milieu témoin, dans la suspension bactérienne on ajoute 
d’une part de l’a. 0. a., d’autre part de l’a.o. a. et du sulfate 
d’ammonium. Température 21°; d. o. 143. , 
On voit (fig. 21) que la disparition de l’a. 0. a. se poursuit 
a vitesse sensiblement constante pendant une heure et de fagon 
quasi identique en présence et en l’absence d’aliment azoté. _ 
Influence de Valiment carboné des bactéries sur la destruction 
de l’a. 0. a. — Des bactéries S ont été cultivées les unes en pré- 
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Fic. 24 et 22. — Destruction de l’acide oxalo-acétique par les bactéries S. 


Fie. 24 (& gauche) : destruction de l’a. o. a. en l’absence et en présence 
de Valiment azoté. 


Fic. 22 (a droite): destruction de l’a. o. a. par les bactéries S 
cultivées en acétate, S+ (a) ou en malate, S + (m). 


sence d’acétate, les autres en présence de malate. Aprés centri- 
fugation, elles sont mises en suspension dans le milieu tamponné 
additionné de sulfate d’ammonium et d’a. 0. a. On voit (fig. 22) 
que la disparition de l’a.o. a. s’est effectuée de facon sensi- 
blement égale, que les bactéries aient été cultivées en présence 
de malate ou d’acétate. ; 


b) Bacréries N. — 1° Des bactéries N développées en pré- 
sence d’acétate sont centrifugées et mises en suspension dans le 
milieu tamponné + sulfate d’ammonium. On voit que les bac- 
téries ont provoqué la disparition de 25 yg. (fig. 23). Aprés une 
heure, les bactéries ne décomposaient plus ]’a. o. a. 

2° Une autre expérience (fig. 24) réalisée dans les mémes 
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conditions a donné des résultats identiques. D’autres essais ont 
fourni des courbes trés voisines. 
Nous avons constaté : 
a) que la suppression de |’aliment azoté est sans effet. 
b) que les courbes de disparition de l’a. o. a. sont les mémes 
) 4 pH 7,5 (tampon phosphate) et a pH 4,5 et 4,1 (tampon acétate). 


Ya0.a/em3 


60 


226° 


60 
A.0 #/32 


70 


40 40 


80 
MINUTES 


80 
MINUTES 
Fig. 23. Fic. 24, 


Fic. 23 et 24. — Destruction de l’acide oxalo-acétique par les bactéries N. 
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Fic. 25. — Influence de la concentration du substrat sur la destruction 
de l’acide oxalo-acétique par les bactéries N. 


Influence de la concentration du substrat sur la disparition de 
Vacide oxalo-acétique. — Des bactéries N cultivées en acétate 
sont centrifugées et mises en suspension dans le milieu tam- 
ponné, additionné de sulfate d’ammonium. L’a. 0. a. est ajouté 
en quantités variables ; les concentrations initiales étant de 42, 
82, 415 pg. par centimétre cube (fig. 25). 

Un fait ressort clairement de cette expérience. La disparition 
de l’a. 0. a. en présence des bactéries N s’arréte, qu’il reste dans 
le milieu 20, 60 ou 870 pg. d’a. 0. a. par centimetre cube. 

Recherche d’une substance inhibitrice. — On voit done que les 
bactéries S attaquent l’acide oxalo-acétique alors que les bac- 
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téries N amorcent seulement cette attaque qui ne tarde pas a 
s’arrélter. L’arrét de la destruction de l’a. 0. a. pouvait étre da 
a une inhibition de ]’activité d’un enzyme spécifique que nous 
avions pensé étre la décarboxylase de |’acide oxalo-acétique. Nous 
avons en effet trouvé de l’acide pyruvique dans les produits du 
métabolisme de l’a.0.a., aussi bien des bactéries S que des 
bactéries N. La « décarboxylase » des bactéries N pouvait pré- 
senter une affinité plus marquée que celle des bactéries S par 
acide pyruvique. Nous avons donc recherché Vinfluence de 
acide pyruvique sur le métabolisme de |’a. o. a. 

L’acide pyruvique n’inhibe pas la destruction de l’acide oxalo- 
acétique par les bactéries N. — Des bactéries N cultivées en pré- 


sence d’acétale sont centrifugées, lavées et mises en suspension - 


dans le milieu tamponné + aliment azoté. La suspension bacté- 
rienne est additionnée : 

a) d’a. o. a. A concentration de 88 wg. par centimétre cube. 

b) d’a. o. a. : 88 pg. et d’acide pyruvique : 1.000 pg. par centi- 
métre cube. 

On constate qu’aprés une heure les bactéries N ont décarboxylé 
22 pg. d’a. o. a. en présence d’a. 0. a. seul et 27 pg. en présence 
d’acide pyruvique. Ce n’est donc pas l’acide pyruvique qui est 
responsable de l’arrét de la destruction de l’a. 0. a. par les bac- 
téries N. 

L’acide pyruvique n’inhibe d’ailleurs pas non plus la destruction 
de l’acide oxalo-acétique par les bactéries S. —- Des bactéries S 
cultivées en présence de malate sont centrifugées et mises en sus- 
pension dans le milieu tamponné additionné de sulfate d’ammo- 
nium. On ajoute aux suspensions bactériennes : 

a) de l’acide pyruvique (se] de Na) : 1 mg. par centimétre cube. 

b) de lV’acide oxalo-acétique : 95 pg. par centimétre cube. 

c) un mélange d’acide pyruvique : 1 mg. par centimétre cube et 
d’acide oxalo-acétique : 95 pg. par centimétre cube. 

d) De l’acide malique (sel de Na) : 1 mg. par centimétre cube. 

On dose l’acide oxalo-acétique aprés 28, 55 et 90 minutes. Les 
bactéries se trouvent dans des conditions qui permettent la crois- 
sance. L’examen de la figure 26 montre que la destruction de 
Ya. 0. a. n’a pas été sensiblement modifiée par l’acide pyruvique a 
la concentration de 1 mg. par centimétre cube. En présence d’acide 
pyruvigue, il y a eu formation d’une faible quantité d’a. 0. a. Une 
quantité plus importante a été formée en présence d’acide 
malique. Nous reviendrons sur ce phénoméne. 

Recherche d’une substance inhibant la destruction de l’a. o. a. 
des bactéries N. — La destruction de l’a. o. a. par les bactéries N 
s’arréte rapidement. Cet arrét est-il lié 4 accumulation d’une 
substance inhibitrice dans le milieu ou bien 4 un changement ou 
altération de l’enzyme ? Peut-on mettre en évidence chez les bac- 
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téries N ayant cessé de détruire l’a. 0. a. une diminution d’activité 
de l’enzyme attaquant l’a. 0. a. ? 

I. Les bactéries N n’empéchent pas l’attaque de l’a. 0. a. par 
les bactéries S. Des bactéries N cultivées en milieu a l’acétate et 
des bactéries S cultivées en milieu au malate sont centrifugées et 
lavées. Les suspensions bactériennes en milieu tamponné addi- 
tionné d’aliment azoté de d. o. 80 sont additionnées d’a. o. a. 


Ya.0.afm3 


60 
30 
| 
e 30 60 90 
MINUTES 


Fic. 26. — Influence de l’acide pyruvique sur la destruction de l’acide oxalo- 
acétique. a. 0. a. = acide oxalo-acétique seul. a. 0. a. + p= acide oxalo-acé- 
tique + acide pyruvique 4 1 mg. par centimétre cube. m et p, acide oxalo-acé- 
tique produit aux dépens de |’acide pyruvique et de l’acide malique. 


On constitue : 

a) un témoin dans le milieu + a.o.a., sans bactéries. 

b) un témoin + a. o. a., additionné de bactéries N portées 
a 100° pendant deux minutes. 

c) des bactéries N : 10 cm® additionnées de 10 cm* de milieu. 

d) des bactéries S : 10 cm* additionnées de 10 cm* de milieu. 

e) un mélange a parties égales (10 cm*) de suspension S + et N. 

On voit (fig. 27) : 

1° Que l’a. 0. a. dans le milieu additionné de bactéries tuées 
est détruit comme dans les milieux témoins. 
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2° Que la disparition de l’a. 0. a. en présence des bactéries N 
est trés faible. 


3° Qu’elle se produit de facon sensiblement linéaire en présence 
des bactéries S. 


4° Que dans le mélange SN, la disparition de Va. 0. a. 6e 
poursuit sensiblement comme en présence des bactéries S seules. 
Il n’y a donc pas, en l’espace de soixante minutes, accumulation 


Ya.0.a/.m3 
90 


60 


30 


0 20 40 


60 
- MINUTES 
Fic. 27. — Destruction de l’acide oxalo-acétique par les bactéries S en présence 
et en l’absence de bactéries normales. (S —), bactéries normales 10 cm* + mi- 
lieu 10 cm’. (S —) + (S+), bactéries normales 10 cm* + bactéries (S +) 10 cm’. 
(S +), bactéries S 10 cm* + milieu 10 cm*. On notera la faible décarboxylation 
spontanée de l’acide oxalo-acétique dans le milieu et en présence de bactéries 


bouillies, et la faible décarboxylation enzymatique due aux bactéries nor- 
males S —. 


de substances inhibitrices dans le milieu, en quantité suffisante 
pour arréter l’attaque de l’a. 0. a. par les bactéries S. 

II. Des bactéries N sont centrifugées. Une suspension en milieu 
tamponné dépourvu d’azote est additionnée d’a. o. a. On sait que 
dans ces conditions la faible activité sur l’a. 0. a. est arrétée aprés 
une heure. Aprés une heure a 22°, la suspension est donc centri- 
fugée. On obtient ainsi : 


a) des bactéries N dont laction sur l’a. 0. a. était arrétée, 
bactéries a. 
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b) un milieu dans lequel les bactéries N avaient cessé d’atta- 
quer l’a. 0. a., le milieu O. 

1. Les bactéries a et les bactéries témoins ft n’ayant pas été 
mises en contact avec de l’a. 0. a. sont introduites dans un milieu 


EXPERIENCE 1: MILIEU NEUF 


© Bacteries 2 


100 Sec 
4 Bactéries neuves 


20 40 60 8&0 100 
MINUTES 


EXPERIENCE 2: Miereu O 


130 


Oo Bactéries 2 
4 Bactéries peuves 


110 


~ 20 40 60 80 


100 
MINUTES 
Fie. 28. — Destruction de l’acide oxalo-acétique par les bactéries N. Recherche 
Wune substance inhibitrice. Expérience 1: destruction de l’acide oxalo-acélique 
par des bactéries « neuves » et par des bactéries ayant séjourné 1 heure en 
présence d’acide oxalo-acétique. Expérience 2: destruction de la. o. a. par des 
bactéries « neuves » et par des bactéries ayant séjourné en présence d’a. 0.4. 
et resuspendues dans le milieu «O » (voir texte). 


tamponné sans azote, additionné d’une solution fraiche d’a. 0. a. 
L’examen de la figure 28 montre que les bactéries a se sont 
comportées exactement comme les bactéries t. 

2. On introduit dans le milieu O : 

1° des bactéries a. 

2° des bactéries témoins neuves. 

La courbe de disparition de l’a.o. a. est la méme pour les 
deux catégories de bactéries. 
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1° On peut conclure de l’expérience 2 qu’il n’y a pas, dans le 
milieu de culture, accumulation de quantités notables de subs- 
tances inhibitrices. 

2° De l’expérience 1, on peut conclure que si l’activité des bac- 
téries N sur l’a.o. a. s’arréte sous influence d’un :inhibiteur, 
celui-ci a été éliminé au cours de la centrifugation, soit qu’il ait 
été lavé, soit qu’il ait été métabolisé par les bactéries. 

Que représente la destruction de l’acide oxalo-acétique par les 
bactéries N ? — La destruction de l’acide oxalo-acétique par les 
bactéries N peut tenir 4 deux causes : 

1° les bactéries N possédent comme les bactéries S un enzyme 
capable d’oxyder l’acide oxalo-acétique, mais cet enzyme est 
extrémement fragile et son action ne tarde pas 4 s’arréter. 

2° la disparition de l’acide oxalo-acétique est due a la forma- 
tion d’une trés petite quantité d’acide malique. En l’absence 
d’une méthode précise de dosage de petites quantités d’acide 
malique, cette hypothése n’a pu étre soumise 4 une veérification 
expérimentale. 


NON DESTRUCTION DE L’ ACIDE OXALO-ACETIQUE EN ANAEROBIOSE. 


Si la disparition de l’acide oxalo-acétique en présence de bac- 
téries S était le fait d’une simple décarboxylation, l’acide oxalo- 
acétique devrait disparaitre en l’absence d’oxygéne. 


' TasiEau III. — Non destruction de l’acide oxalo-acétique 
par les bactéries S en l’absence d'oxygéne. 


ACIDE 
< ACIDE 1 a 
ATMOSPHERE oxalo-acétique pe. oxsle-acciqae 


détruit pg. 


ar i : 
Eee tS par centimétre cube 


N 123 ,5 
B 425 0 
Air 82,5 4A 
ft N 108 
B N 107 i 
B+NO3K N 103,5 4,5 
B Air. 37 ab 
B+NO3K Air. 37 TA 


T 100°, témoin constitué par des bactéri té 4 iti 
coupe cane 9) actéries portées a l’ébullition (NO,K, 500 pe. par 


Introduisons une suspension de bactéries S dans un tube de 
Thunberg. Introduisons dans le diverticule une solution d’oxalo- 
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acétate de Na. Faisons le vide a trois reprises différentes, en 
laissant entre chacune des opérations pénétrer dans le tube de 
Vazote soigneusement privé d’oxygéne. Versons alors le contenu 
du diverticule dans la suspension et dosons l’a. o. a. aprés qua- 
rante minutes 4 26°. 

_Le témoin comprend : a) des bactéries préalablement portées 
cing minutes 4 100°, b) des suspensions bactériennes laissées en 
présence d’air. 

L’examen du tableau ci-contre montre qu’il n’y a pas de des- 
truction de l’a. 0. a. par les bactéries S en l’absence d’oxygéne. 

Cette expérience étend au mutant S de Morazella la conclusion 
de D. E. Bernstein relative A une autre bactérie Pseudomonas 
saccharophila. Cette bactérie qui détruit l’acide oxalo-acétique en 
présence d’oxygéne, ne le détruit pas en anaérobiose. Bernstein 
avait conclu de cette observation que la destruction de l’a. o. a. 
n’est pas conforme au schéma classique. Le mutant S de Morazella 
non plus que Pseudomonas ne détruisent l’a. 0. a. par une simple 
décarboxylation. Sa destruction est liée a une oxydation et la 
nature méme de la réaction sera discutée a la fin de ce mémoire. 


Les BacTERIES N ET S ET LE METABOLISME DES ACIDES FUMARIQUE, 
MALIQUE ET SUCCINIQUE. 


Il existe donc quant au métabolisme de l’acide oxalo-acétique 
une différence nette entre les bactéries normales et le mutant 
succinate. La forme N ne détruit pas l’a.o.a., la forme S le 
détruit. Pouvons-nous en conclure que la mutation porte sur 
lenzyme détruisant l’a. 0. a. et uniquement sur cet enzyme, et 
dans |’affirmative quel est cet enzyme ? 

Il convient de rappeler que les bactéries N respirent faiblement 
en présence des acides succinique, fumarique et malique alors 
que les bactéries S montrent une importante consommation d’oxy- 
géne. Cette différence est-elle liée 4 la seule différence du méta- 
bolisme de ]’a. 0. a. ? 


A. Bactéries N. — 1° Des bactéries N cultivées en présence 
d’acétate sont centrifugées et mises en suspension dans le milieu 
tamponné additionné de sulfate d’ammonium. Les suspensions 
sont additionnées d’acide malique, fumarique et succinique 4 rai- 
son de 1 g. pour 1.000 (ajoutés sous forme de sels de sodium). On 
dose ]’a. 0. a. : 

a) dans la solution témoin non additionnée de bactéries. 

b) dans la suspension bactérienne. 

L’examen de la figure 29 et du tableau IV montre qu’il y a eu 
formation de quantité notable d’a. 0. a. n’apparaissant que de 
facon beaucoup plus tardive en présence de succinate. 
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2° Les expériences précédentes ont été réalisées dans des fioles 
d’Erlenmeyer non agitées. La formation lente de l’a.o. a. aux 


Y 2.0.a./¢-m3 
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Fic. 29. Fig. 30. 
Fig. 29 et 30. — Production d’acide oxalo-acétique aux dépens des diacides 


par les bactéries N. 


Fic. 29 (a gauche): culture non agitée. concentration de diacides 
1 mg. par centimétre cube. 


Fic. 30 (a droite): culture agit:e, concentration variable d'acide malique. 


TasLEau IV. — Production d’acide oxalo-acétique par les bactéries N 
aux depens des diacides (en uy 4.0. a. par centimétre cube.) 


MINUTES 0 32 60 90 420 220 
A. acide succinique 0) 0 0 0 4 6 
acide fumarique 0 7 45 22 29 38 
acide malique 0 A7 22 27 31 33 
MINUTES 0 45 45 1240 
B. acide succinique 0 6 6 0 
acide fumarique 0 49 33 57 
acide malique 0 28 on 48 


dépens de l’a. m. pouvait tenir a un défaut d’oxygénation. Dans 
Yexpérience qui suit, les fioles d’Erlenmeyer ont été agitées au 
bain-marie & 28°, de la méme facon que les manométres de 
Vapparei] de Warburg. 

L’expérience a porté sur des bactéries N cultivées en présence 
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d’acétate, centrifugées et mises en suspension dans le milieu tam- 
ponné normal (additionné de sulfate d’ammonium, de fer et de 
calcium). On ajoute de l’a. m. en quantité suffisante pour obtenir 
des concentrations de 46, 92, 458 et 916 pg. par centimétre cube. 
La densité optique de la suspension bactérienne était de 126. 

On voit (fig. 30) que la vitesse de production de |’a. 0. a. est 


g . a.0.a/¢m3 


v 


120 


A.M. & 2.0.8 


20 40 60 9 30 60 
MINUTES MINUTES 


Fig. 31. Fie. 32. 
Fic. 31 et 32. — Production d’acide oxalo-acétique aux dépens de l’acide malique 
.par les bactéries S. Production d’acide oxalo-acétique en présence d’acide 
malique + a. 0. a. On notera que la vitesse de formation de l’a. 0. a. aux dé- 
pens de l’acide malique est inférieure a la vitesse de destruction de l’a. o. a. 


Dans un cas, la concentration en a. 0. a. a augmenté en présence d’acide 
malique et d’a. 0. a.; dans l'autre, elle est restée constante. 


notablement diminuée pour les faibles concentrations (46 et 
92 pg. par centimétre cube). 

Mais on voit surtout que, méme dans un milieu aéré a 28°, l’oxy- 
dation de l’acide malique en a. o. a. reste lente. 

1 cm* d’une suspension de bactéries N de densité optique 122 
a produit dans les conditions les plus favorables environ 30 pg. 
d’a. o. a. en une heure. L’oxydation en acide oxalo-acétique d’une 
quantité stcechiométrique d’a. m. correspond a environ 2,5 mm* 
d’oxygéne. C’est a peu prés la consommation d’oxygéne d’un cm*® 
d’une suspension équivalente de Ractéries N en présence d’a. m. 


! 
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La consommation d’O, des bactéries N aux dépens des diacides 
f., s. et m. est donc du méme ordre de grandeur que Ja consom- 
mation nécessaire 4 leur oxydation suivant le schéma s —> f —> 
m—>a. 0. a. 

Le non développement des bactéries N en présence de diacides 
en C, pouvait done tenir d’une part 4 une oxydation lente des 
diacides succinique, fumarique et ]-malique, d’autre part 4 une 
quasi incapacité d’oxyder I’a. o. a. 

Il convenait donc d’examiner le comportement des bactéries S 
vis-a-vis des acides succinique, fumarique et ]-malique. 


B. Bacrirres S. — Les bactéries S oxydant l’acide oxalo- 
acétique, il pouvait sembler absurde de rechercher ]’a. 0. a. parmi - 
les produits du métabolisme des acides succinique, fumarique et 
]-malique. 

Des essais préliminaires montraient cependant qu’en présence 
d’acide succinique, fumarique et l-malique les bactéries S pro- 
duisaient effectivement de l’acide oxalo-acétique. Dans des milieux 
contenant 1.000 pg. par centimétre cube de diacides, on dosatt 
aprés trois heures de 15 4 100 pg. d’acide oxalo-acétique par cen- 
timétre cube. 

De nouveaux dosages montraient que la vitesse d’oxydation de 
Vacide malique en acide oxalo-acétique par les bactéries S est soit 
égale (v. fig. 31 et 32), soit supérieure (v. fig. 29-380) a la vitesse 
d’oxydation par les bactéries N. La production maximum observée 
pour une souche S entretenue (repiquage quotidien) durant 
un mois dans un milieu a l’acide malique a été, a 28°, pour une 
densité optique de 150, de 105 pg. par centimétre cube. Cette 
production ne saurait étre en tous cas, nous Je verrons par la 
suite, considérée comme significative du point de vue de la phy- 
siologie du mutant S. 

Le fait que l’acide oxalo-acétique s’accumule dans la suspension 
de bactéries S pouvait signifier deux choses : 

1° ou bien Ja vitesse de formation de l’acide oxalo-acétique était 
supérieure 4 sa vitesse de destruction. 

2° ou bien, l’acide malique inhibait la destruction de l’acide 
oxalo-acétique. 

L’acide I-malique inhibe la destruction de l’acide oxalo-acétique 
par les bactéries S. — On a dosé comparativement |’acide oxalo- 
acétique dans des suspensions de bactéries S additionnées : 
1° d’acide oxalo-acétique, 2° d’acide malique, 3° d’acide oxalo- 
acétique et d’acide malique. 

L’examen des figures 31 et 32 montre qu’en présence d’acide 
l-malique M/130, l’acide oxalo-acétique M/1.000 environ n’est pas 
détruit : ou bien sa concentration reste constante, ou bien elle 


augmente légérement. te 
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TasLtEau V. — Inhibition par les acides succiniqué ét maliqué 
dé la destruction de lacidé oxalo-acétique par les bactérieés S. 


MOUVEMENTS 
de l'acide 
oxalo-acétique 
en pe. 
par centimétre cube 


ACIDE 
oxalo-acétique 
en pg. par 
centimétre cube (2) 


A. acide oxalo-acétique témoin (4) 182 
acide oxalo-acétique 
acide oxalo-acétique + oxalate 
acide oxalo-acétique + citrate 
acide oxalo-acétiqne + succinate 


B. acide oxalo-acétique témoin (1) 
acide oxalo-acétique 
acide oxalo-acétique + succinate 
succinate 


C. acide oxalo-acétique témoin 
acide oxalo-acétique 
acide oxalo-acétique + succinate 
succinate 
fumarate 
fumarate + succinate. 
malate 
succinate + malate 


. acide oxalo-acétique témoin (41) 
acide oxalo-aeétique 
acide oxalo-acétique + malate 
malate 


. acide oxalo-acétique témoin (A) 
acide oxalo-acétique 
acide oxalo-acétique + malate 
malate 


(4) Témoin sans bactéries. 

(2) A la fin de l’expérience. Les acides autres que l’acide oxalo-acétique ont été intro- 
duits 4 la concentration de 1.000 pg. par centimétre cube. Les expériences A et B montrent 
que l’acide succinique inhibe la destruction de l'acide oxalo-acétique. On notera (exp. B 
et C) que la quantité d’a. o. a. produite aux dépens de l’acide succinique est nulle ou 
négligeable. On notera aussi (exp. C) que l'acide succinique n’inhibe pas la formation 
d’acide oxalo-acétique aux dépens des acides fumarique et malique (C d.o., 159; t, 250, 
cultures aérées par agitation). 


Une question se pose immédiatement. Les bactéries S détruisent 
la. o. a. L’a. o. a. formé par les bactéries S en présence d’acide 
malique correspond-il bien a la totalité de l’a. o. a. formé ou bien 
| représente-t-il la différence entre l’a.o.a. formé et l’a. o.a. 
_ détruit 2? Remarquons que la vitesse de formation de l’a. 0. a. 
 décroit. Il était difficile d’admettre que cette constance était due a 
- ’établissement d’un équilibre entre la production d’a. 0. a. et sa 
| destruction. 
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D’autres expériences résumées dans le tableau V montraient : 

1° que les acides oxalique et citrique (1.000 pg. par centimetre 
cube) n’empéchent pas la destruction de l’a. 0. a. (182 pg. par 
centimetre cube). 

2° que les acides succinique et ]-malique (1.000 pg. par centi- 
métre cube) inhibent la destruction de l’a. 0. a. (86 4 182 yg. par 
centimétre cube). 

3° qu’il y a production d’acide oxalo-acétique aux dépens des 
acides succinique, fumarique et malique ; que la formation d’a.o.a. 
aux dépens du succinate est trés lente; mais que le succinate 
n’inhibe pas Ja formation d’a. 0. a. a partir des acides fumarique 
et malique. 

Le fait que l’a. 0. a. ne disparaisse pas en présence du succinate 
semblait done bien dai a une inhibition de la destruction de 
Ya. o. a. Et la quantité d’a.o. a. formée était la méme en pré- 
sence de malate ou du mélange malate + succinate. On pouvait 
conclure aussi que l’acide |-malique lui-méme est bien un inhi- 
biteur de la destruction de la. o. a. 

C’est bien ce que démontre |’étude de la formation d’a. o. a. 
a partir de l’acide malique en présence d’acide malonique. 


L’OXYDATION DE L’ACIDE MALIQUE EN PRESENCE D’UN INHIBITEUR 
DE L’OXYDATION OXALO-ACETIQUE. 


A. L’acide malonique inhibe la destruction de lacide ozxalo- 
acétique par les bactéries S. — L’acide malonique, ajouté sous 
forme de malonate de sodium, inhibe totalement la destruction de 
acide oxalo-acétique par les bactéries S (v. tab. VI). L’inhibition 
est quasi totale pour des concentrations équimoléculaires. La 
marge de sécurité sera donc considérable si l’on emploie des 
concentrations d’acide malonique dix 4 vingt fois supérieures a 
celles de l’acide oxalo-acétique mis en ceuvre ou a celles de |’ acide 
oxalo-acétique qui se forme au cours des expériences. 

B. Influence de l’acide malonique sur l’oxydation de l’acide 
malique en acide oxalo-acétique par les bactéries S. — Nous avons 
utilisé pour ces essais une nouvelle souche, entretenue par culture 
en milieu A |’acide malique. Les bactéries sont cultivées 4 35° C 
dans le milieu suivant : SO,(NH,). : 0,75 g. — SO,Mg : 0,05 g. — 
citrate ferrique : 0,05 g. — PO,KH, : 1,3 g.— PO,Na.H. 2 H,O : 
10 g. — acide ]-malique : 1 g., dans des fioles 4 fond plat, agitées. 
Apres centrifugation, les bactéries sont mises en suspension dans 
le milieu ci-dessus ; 2 cm® sont introduits dans l’espace central 
de la fiole du manométre de Warburg. Dans le diverticule, on 
introduit : 1° du malate de sodium, 2° du malonate de sodium, 
3° de eau g. s. pour 0,5 cm® . Le contenu du diverticule sera 
déversé sur les bactéries aprés la lecture du zéro. Les chiffres de 
la figure A correspondent 4 la consommation d’O, de 1 cm? de 
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suspension. Une suspension bactérienne identique est agitée dans 
des fioles d’Erlenmeyer a 28° C, et l’acide oxalo-acétique est dosé 
par la méthode de Straub. 


Tastgau VI. — L’acide malonique inhibé la déstruction de l'acide 
oxalo-acétique par les bactéries S. 
—————————_—————————_——___—_—_—_—_—__—__—_ ST, 


E ACIDE ACIDE 
REIDE -MOLONIQUS ACIDE MALONIQUE (2) | oxalo-acétique 
ACIDE OXALO-AORTIOUE en pg. par oxalo-acétigu 
concentration M ACIDE OXALO-AOKTIQUE 4S P gue 


centimétre cube 
aprés 30 minutes en pg. détruit 


2 x<410-1 250 106 (1) 0 
4 X410-! 424 402 4 
0,5>< 40-1 64 403 3 
0 35 A 
5 x410—-2 50 416 (2) 0 
2 S<410—-2 20 442,5 4,5 
4 xX10—-2 40 412 4 
0,5 X 10-2 5 441,5 4,5 
0,2 40-2 2 446 0 
0,4 X 40-2 4 409 i 
0 0 14 42 


. (1) 106 wg. par centimétre cube, 0,8 10 —3M, chiffre identique a celui du témoin sans 
actéries. 

(2) 116 pe. par centimétre cube, 0,9  10- 3M, chiffre identique 4 celui du témoin sans 
bactéries ; rapport arrondi des concentrations moléculaires. 


L’examen de la figure 33 monire que la courbe de production 
de lacide oxalo-acétique aux dépens de l’acide malique M/125 
n’est pas modifiée notablement par l’acide malonique M/100. Or, 
Vacide malonique M/100 inhibe totalement la destruction de 
Vacide oxalo-acétique M/1.000. Notre conclusion d’aprés laquelle 
V’acide malique lui-méme inhibe la destruction de l’a. 0. a. semble 
donc bien fondée. Ainsi est expliqué le fait en apparence para- 
doxal que les bactéries S qui détruisent l’a. 0. a. en accumulent 
des quantités notables aux dépens de l’acide malique. Cet acide 
oxalo-acétique, nous |l’avons constaté (v. fig. 34), disparait 
lorsque l’acide malique lui-méme a été consommeé. 

L’étude de la respiration montre : 1° que l’acide malonique M/20 
n’inhibe pas l’oxydation de l’acide malique, mais empéche la 
croissance ; 2° qu’en présence d’acide malonique M/100 et M/50, 
les bactéries respirent et se développent comme dans le témoin. 
En cent minutes, 1 cm*® de suspension bactérienne a consommé 
120 mm? d’O,. Pendant le méme temps, la suspension équivalente 
a produit au maximum 120 pg. d’acide oxalo-acétique. Or, pour 
cette production a partir de la quantité stcechiométrique d’acide 
malique, il faut A peu prés 10 mm* d’oxygéne. Cela signifie que 
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l’oxydation de l’acide malique en acide oxalo-acétique corres- 
pond a moins de 9 p. 100 de l’oxgéne consommé par les bactéries. 
On notera aussi que la respiration augmente — en raison de la 
croissance — tandis que la vitesse de production de l’acide oxalo- 
acétique diminue. L’on voudra bien se souvenir aussi que acide 
malonique M/50 et M/100 inhibe l’oxydation de l’acide oxalo- 
acétique M/1.000. 

Il est donc établi que les suspensions de bactéries S peuvent 


mm3?0_(%™ suspension d.o =160) pg a.0.a/em3 
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Fic. 33. — Respiration et production d’acide oxalo-acétique par les bactéries S 


en présence d’acide malonique. A, respiration: les chiffres représentent la 
consommation d’oxygéne de 1 cm* d’une suspension bactérienne (oxygéne 
consommé dans chaque tranche de vingt minutes). La respiration a été mesu- 
rée sur 2,5 cm* de suspension. B. On voit que la respiration est constante en 
présence de malonate M/20, mais qu'elle a augmenté réguliérement (adap- 
tation enzymatique et croissance dans le témoin et en présence de malonate 
M/4100 et M/50). 


respirer normalement et effectuer leur croissance aux dépens de 
Vacide l-malique en présence d’un inhibiteur de loxydation de 
Yacide oxalo-acétique. La réaction a. m.+1/2 O,=a. 0. a.+H,O 
représente vraisemblablement la quasi totalité de la respiration 
des bactéries N. Elle ne correspond qu’a un trés faible pour- 
centage, moins de 9 p. 100 de la consommation d’oxygéne par 
les bactéries S. L’ensemble des données acquises permet de 
conclure que l’acide owalo-acétique ne saurait représenter une 
étape intermédiaire significative du métabolisme de l’acide malique 
lorsque celui-ci représente le seul aliment carboné énergétique. 
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ll ne s’agit pas, bien entendu, de dénier a |’acide oxalo-acétique 
tout rdle dans le métabolisme. Ce que nous voulons dire simple- 


’ A . 
ment, c’est que l’arrét de son oxydation n’empéche nullement les 
Morazella utiliser ’acide malique comme aliment énergétique. 


PRODUCTION D’ ACIDE PYRUVIQUE AUX DEPENS DES DIACIDES. 


L’acide pyruvique constitue un bon aliment carboné pour les 
bactéries N et S. Les bactéries N ou S cultivées en acétate, les 
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Fic. 34. — Evolution de l’acide oxalo-acétique dans une suspension bactérienne 
en présence de concentrations diverses d’acide malique. On voit que la. o. a. 
disparait dans les suspensions additionnées d'une faible quantité d’acide 


malique. 


bactéries S cultivées en malate sont aples a oxyder d’emblée 
lacide pyruvique. Et, en fait, la recherche de ]’acide pyruvique 
dans la suspension de bactéries laissées au contact de l’acide 
malique ou oxalo-acétique est bien souvent négative. 

Nous avons cependant réussi 4 mettre en évidence la produc- 
tion d’acide pyruvique aux dépens de |’acide malique et oxalo- 
acétique en placant les bactéries dans des conditions impropres 
au développement, soit en présence de certains inhibiteurs. Ces 
expériences seront exposées dans un travail séparé. Nous nous 
contenterons simplement de dire qu’en présence de 24 dini- 
trophénol M/20.000 qui inhibe l’oxydation de l’acide pyruvique, 
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on assiste a l’accumulation d’acide pyruvique aux dépens de 
de l’acide ]-malique. 

Le dinitrophénol M/20.000 inhibant complétement |’oxydation 
de l’acide oxalo-acétique M/1.000, l’acide pyruvique ne peut pas 
provenir de l’oxydation de l’acide oxalo-acétique formé aux 
dépens de l’acide malique, lequel inhibe d’ailleurs lui-méme I’oxy- 
dation de l’a. 0. a. 

Nous pouvons nous représenter ainsi le métabolisme des 
mutants S de Morazella dans un milieu renfermant de l’acide 
malique. 


Les bactéries oxydent l’acide ]-malique en acide oxalo-acétique. 


. saat Se malate 
Cette réaction s’arréte lorsque le rapport ce 


limite. Une faible partie de l’acide oxalo-acétique formé se 
décarboxyle spontanément et donne de |’acide pyruvique qui est 
utilisé. L’ensemble de ces réactions : a. malique —> acide oxalo- 
acétique —> acide pyruvique ‘n’a pas de signification importante 
pour le métabolisme bactérien car la réaction malate —> oxalo- 
acétate représente moins de 9 p. 100 de Voxygéne consommé par 
les bactéries. L’oxydation de l’acide oxalo-acélique est inhibé par 
lacide malique. 

Cependant, malgré |’arrét de la réaction malate —> oxalo-acé- 
tate, et malgré aussi l’absence d’oxydation de l’a. 0. a. formé, 
la consommation d’oxygeéne et la croissance de bactéries S s’effec- 
tuent. 

L’acide malique étant oxydé et décarboxylé en acide pyruvique, 
cest cette réaction qui fournit |’énergie et assure le ravitaille- 
ment en acide pyruvique. L’acide oxalo-acétique formé sera enfin 


oxydé par voie enzymatique aprés la disparition de 1l’acide 
malique. 


atteint une valeur 


Discussion. 


Remarques sur la phosphorylation des diacides en C,. — 
H. Kalckar a montré que la respiration des extraits de rein de 
chat est considérablement augmentée par |’acide malique et qu’il 
y a dans ces conditions une phosphorylation considérable due, 
« soit a la phosphorylation de l’a. m., soit plus probablement a 
la phosphorylation d’un produit d’oxydation de l’acide malique ». 
L’énorme augmentation de la respiration en présence de malate 
indique une oxydation du malate en oxalo-acétate écrit Kalckar. 
Et l’oxalo-acétate doit étre détruit car son accumulation « doit » 
inhiber l’oxydation du malate. Cependant, dans les expériences 
de Kalckar la consommation d’oxygéne en présence de malate 
est remarquablement constante. L’exemple de Moraxella montre 
que l’accumulation d’a. 0. a. et Varrét de la réaction malate —> 


oxalo-acétate n’empéchent nullement la respiration aux dépens de 
Yacide malique. 
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Mais ce qui est important dans le travail de Kalckar, c’est la 
démonstration de la formation d’acide phospho-pyruvique aux 
dépens de l’acide malique ou de l’acide oxalo-acétique. L’acide 
pyruvique n’étant pas phosphorylé dans les extraits de rein, 
Kalckar a conclu que l’acide phosphopyruvique est formé par 
- décarboxylation du phospho-oxalo-acétate. 

Colowick, Welch et Cori ont confirmé et étendu les résultats 
de Kalckar et montré que les acides succinique, a— cétogluta- 
rique et glutarique entrainent une phosphorylation du glucose. Les 
résultats sont inconstants avec l’acide malique. La respiration 
observée en présence des diacides est bien due a leur oxydation 
et non a la catalyse de l’oxydation du glucose. Les auteurs amé- 
ricains insistent sur la liaison entre la déshydrogénation de |’acide 
succinique en acide fumarique avec le transfert du phosphate 
inorganique au glucose. Cette phosphorylation est liée a l’oxyda- 
tion d’un diacide par l’oxygéne moléculaire. 

Lardy, Boyer et Phillips ont également admis une phosphory- 
lation de Vacide oxalo-acétique, mais ont vainement cherché a 
synthétiser, par vole enzymatique, un phospho-énol-oxalo-acétate 
qui doit d’ailleurs étre extrémement labile. Enfin, Potter a établi 
lui aussi [existence d’un couplage entre la phosphorylation et 
Voxydation des diacides en C, par le rein du rat. 

L’intervention du phosphate dans |]’oxydation des diacides n’est 
d’ailleurs pas limitée aux diacides en C,. Ochoa a démontré que 
Voxydation de l’acide g-cétoglutarique était liée 4 une phospho- 
rylation. 

Tout un ensemble de travaux a donc montré que 1|’oxydation 
des diacides par les tissus animaux est souvent liée 4 une phos- 
phorylation dont on connait le réle fondamental dans 1|’énergé- 
tique cellulaire. 

Remarques sur la mutation N —> S. — Nous sommes mainte- 
nant en mesure de discuter utilement la nature de la mutation 
N-—->S. 

L’hypothése a pu étre émise que certaines mutations permet- 
tant une utilisation des substrats carbonés consistent essentielle- 
ment en une perméabilisation de la surface bactérienne au subs- 
trat considéré. Le fait que les bactéries N oxydent les acides suc- 
cinique, fumarique et ]-malique en acide oxalo-acétique, prouve 
bien qu’elles sont perméables aux diacides en C, et que la muta- 
tion N—>S ne consiste pas en un simple changement de la surface 
permettant leur pénétration. eth 

Rappelons tout d’abord que la mutation permet Vutilisation des 
quatre diacides en C,. L’hypothése que le mutant entraine un 
changement simultané de la succinodéhydrase, de la fumarase, 
de la malicodéhydrogénase et de la décarboxylase de l’acide oxa- 
loacétique a été éliminée. 
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Nous avions montré (1944) que le mutant S différait de la 
forme N par son pouvoir de détruire |’a. 0. a. Mais notre conclu- 
sion que la différence portait sur la décarboxylase de l’a. 0. a. 
élait inexacte. 

L’enzyme mutatif qui contréle la destruction de l’acide oxalo- 
peau n’agit qu’en présence d’oxygéne. La destruction de 

Vacide oxalo- -acétique est donc liée ou couplée a une oxydation 
et n’est pas le fait d’une simple décarboxylase. La_transfor- 
mation d’acide malique en acide pyruvique résulte manifestement 
d’une décarboxylation et d’une oxydation. 


L’oxydation de l’acide oxalo-acétique et de |’acide malique sont 
contrélées par une mutation et il semble normal de conclure que 
la décarboxylation oxydative des deux diacides est le fait d’un 
méme enzyme. L’activité de cet enzyme sur l’acide oxalo-acétique 
est inhibée par les acides succinique, fumarique et l-malique, 
vraisemblablement en raison d’une compétition de ces diacides pour 
un méme enzyme. 

Nous savons également que l’acide malique peut étre oxydé 
directement et que cette oxydation peut assurer la croissance en 
présence d’acide malonique qui inhibe totalement l’oxydation de 
Yacide oxalo-acétique. Nous savons aussi qu’en présence de 
2-4-dinitrophénol M/20.000 qui inhibe l’oxydation de l’acide oxalo- 
acétique et de l’acide pyruvique, il y a production d’acide pyru- 
vique a partir de l’acide malique. Enfin, l’acide oxalo-acétique 
nest pas détruit en anaérobiose. 

I] a ainsi été établi que le mutant S — au contraire de la 
forme N — est capable d’effectuer une décarboxylation oxydative 
des acides ]-malique et oxalo-acétique. Nous ne possédons actuel- 
lement aucune indication relative a une décarboxylation oxyda- 
tive directe des acides succinique et fumarique. 

Mais l’enzyme présent chez le mutant S, absent chez la bac- 
térie normale N, n’a toutefois pas été identifié. L’hypothése a 
été envisagée que Ja décarboxylation oxydative est lige ou méme 
couplée & une phosphorylation. Le pr obléme n’a pas été résolu. 
Mais il sera important de savoir si l’enzyme qui commande la 
possibilité de l’utilisation des diacides comme aliment énergé- 
tique est bien une phosphorylase. 

Rappelons a ce propos que Jl’utilisation des acides glutarique 
et glutamique comme aliment carboné et énergétique est 
contrélée par deux autres mutations indépendantes dont la nature 
na pas été élucidée. 

De toute facon, les acides malique et oxalo-acétique considérés 
comme aliment carboné et aliment énergétique pour le mutant S 
de Morazella Lwofft ne sont pas métabolisés suivant le schéma 
classique, mais subissent une décarboxylation oxydative. 

Nous pouvons représenter par le schéma suivant, ot P. m. et 


LES MUTATIONS BACTERIENNES 553 


P. 0. a. symbolisent les formes phosphorylées des diacides cor- 
respondants, le métabolisme de Morarella : 


4 2 3 
Succinate. ——-> Fumarate. ———> 1-Malate. ———> Oxalo-acétate. 
c |. 
Vi 
P.m. P.o.a. 
Y 
A. pyruvique. A. pyruvique. 


Les formes N et S sont capables d’effectuer les réactions 1, 
e et. 3. 

Le mutant S, au contraire de la forme N, est apte a effectuer 
les réactions c et d. L’existence d’un intermédiaire phosphorylé, 
pour probable qu'elle paraisse, reste entiérement hypothétique. 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


1° La forme normale N de la bactérie Moraxella Lwoffi inca- 
pable d’utiliser les acides succinique, fumarique, malique et 
oxalo-acétique comme aliments énergétiques et carbonés donne 
par mutation une forme S susceptible de se développer en pré- 
sence des diacides en Cy. 

2° Les bactéries N et S sont susceptibles de produire de l’acide 
oxalo-acétique a partir des acides succinique, fumarique et 
]-malique. 

3° Les bactéries N, au contraire des bactéries S, ne présentent 
en présence des diacides en C, qu’une respiration négligeable. 

4° L’a. o. a. n’est pas détruit par les bactéries S en |’absence 
d’oxygéne. 

5° L’acide malonique M/100 inhibe complétement |’oxydation 
de l’a. 0. a. M/1.000. Les acides succinique et malique exercent 
la méme action inhibitrice. 

6° La respiration et la croissance des bactéries S aux dépens 
de l’acide l-malique M/100 n’est pas inhibée par l’acide malo- 
nique M/100. 

7° L’oxydation de l’acide malique en a. 0. a. représente moins 
de 9 p. 100 de la respiration des bactéries S en présence d’acide 
malique. 

8° L’acide malique utilisé par les bactéries S, pas plus que 
l’a. 0. a. ne sont oxydés suivant la voie classique. 

9° L’acide malique peut étre oxydé et décarboxylé en acide 
pyruvique sans passage par l’acide oxalo-acétique. 
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10° L’utilisation comme aliment énergétique et carboné de 
diacides par le mutant S est liée a une décarboxylation oxyda- 
tive probablement couplée a une phosphorylation. Les formes N 
et S différeraient par l’absence ou la présence de l’enzyme spé- 
cifique. 
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LE MODE D’ACTION DES ENDOTOXINES BACTERIENNES 


i. — INTRODUCTION A UNE ETUDE GENERALE 


par A. DELAUNAY et J. LEBRUN (°). 


I. — On désigne sous le nom d’endotozines bactériennes un des 
constituants essentiels des germes 4 Gram-négatif. Différentes 
méthodes chimiques ont été mises au point pour les isoler de ces 
germes. La premiére en date, qui est aussi la plus pratique — 
sinon la moins brutale — est celle de A. Boivin et L. Mesrobeanu 
(précipitation des germes par |’acide trichloracétique). Quelle que 
soit la méthode employée, ]’endotoxine est finalement obtenue 
sous forme de poudre facilement soluble dans l’eau distillée ou 
dans l’eau physiologique. Au laboratoire, les expériences que l’on 
exécute font presque toujours usage de solutions aqueuses d’endo- 
toxines. 

La structure chimique et les diverses propriétés des endotoxines 
bactériennes sont aujourd’hui assez bien connues (1). Du point de 
vue chimique, elles sont constituées par des complexes spéciaux qui 
renferment toujours un polysaccharide spécifique (c’est ce poly- 
saccharide qui assure la spécificité d’une endotoxine), auquel sont 
liés tantot des substances lipidiques, tantét des polypeptides, plus 
souvent A la fois des lipides et des polypeptides. A l’heure 
actuelle, on ne sait pas encore au juste si ces complexes repré- 
sentent un fragment particulier des cellules bactériennes ou s’ils 
ne forment que des parties non différenciées et plus ou moins 
volumineuses des microbes en cause. La seconde hypothése parait 
néanmoins la plus vraisemblable (2). 

Les endotoxines possédent, en commun avec toutes les toxines 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 9 janvier 1947. 

(1) Voir a ce sujet : A. Borvin, I. Mesroseanu et L. MEsSROBEANU, 
C. R. Soc. Biol., 1933, 444, 307 ; 1934, 115, 306. — A. Borvin et L. Mes- 
ROBEANU, Rev. Immunol., 1935, 1, 553 ; 1936, 2, 113 ; La Presse médicale, 
1936, n° 99, 1995 ; VI° Congrés de Chimie biologique, 1937, Lyon (vol. 
du Congrés, 401) ; ces Annales, 1938, 64, 426. — A. Borvin, Paris Med., 
1939, 29, 133. — Exposés annuels de Biochimie médicale (Prof. Poto- 
NOVSKI), 3° série, 1942, 118. — Rapport au Congrés de Microbiol., Bale, 
1946 (sous presse), etc. 

(2) Voir A ce sujet : A. Borvin et A. DELaunay, Bull. Acad. Med. 1944, 
428, 357 et C. R. Soc. Biol., 1944, 138, 468. — A. Borvin, A. DELAUNAY 
et Y. Lenoutr, C. R. Soc. Biol., 1944, 138, 398 et 724, etc. 


556 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


microbiennes, deux grandes propriétés. Elles sont antigéniques 
et elles sont toxiques. Sur leur pouvoir antigénique, qui est indis- 
cutable, nous ne dirons rien ici. Nous reporterons tout notre inté- 
rét sur leur pouvoir toxique. 


II. — Les endotoxines ne semblent pas étre trés toxiques pour 
les animaux a sang froid (8). Nous avons pu injecter plusieurs 
milligrammes, plusieurs dizaines de milligrammes méme, d’endo- 


toxine typhique chez des grenouilles, des couleuvres et des pois- 


sons sans les tuer. Ces animaux sont donc résistants a tous les 
poisons microbiens, quelle que soit la nature de ceux-ci : protéique 
(exotoxines) ou glucido-lipido-polypeptidique (endotoxines). 


En revanche, les endotoxines se sont montrées toxiques pour . 


tous les mammiféres éprouvés jusqu’a présent : souris, rats, 


t 


cobayes, lapins, moutons, chévres, chevaux, Anes, chiens, - 


pores, etc., et pour les oiseaux. Cependant, la dose létale appa- 
rait fort variable d’un cas a ]’autre. Parmi les oiseaux, par 
exemple, le pigeon se montre beaucoup plus résistant que le pou- 
Jet (4). On note également des différences importantes de toxicité 
pour les mammifeéres. 

C’est ainsi que souris et cobayes sont trés sensibles aux endo- 
toxines. Pour tuer en quelques heures une souris de 20 g. il 
suffit d’un dixiéme de milligramme de poison. La dose mortelle 
pour un cobaye de 300 g. est de l’ordre du milligramme. Les 
lapins, de l’avis général, sont irréguliérement sensibles. Parfois, 
de trés faibles doses les tuent, parfois des doses élevées n’entrai- 
nent chez eux que des troubles passagers. A poids égal, les rats 
se montrent plus résistants que les souris. Pour déterminer la 
mort, en quelques heures, de rats normaux pesant 80 g., nous 
avons dd injecter, par voie sous-cutanée, 6 A 8 mg. d’endotoxine 
typhique (5). Enfin Homme parait tout spécialement sensible 
puisqu’un milliéme de milligramme de la méme toxine, introduit 
dans le derme, provoque une réaction locale extrémement mar- 
quée, et parfois méme une réaction générale violente (6). 

Les chiffres que nous venons d’indiquer sont intéressants, car 
ils indiquent qu’a poids égal, les endotoxines sont beaucoup 
moins toxiques que les exotoxines. On sait en effet qu’il suffit 
de 1/10.000 de milligramme de protéine-toxine diphtérique pour 
tuer le cobaye. 


(3) A. Devaunay, P. Boquer et J. Packs, C. R. Soc. Biol., 1945, 139, 993. 
(4) E. Grasset, A. ZourenpyKE et A. ScHaarsma, Brit. J. exp. Path., 
1935, 16, 454. 


(5) A. Dezaunay, J. Paces et M. Martinetr, C. R. Acad. Sci., 1946, 
223, 218. 


(6) R. Kourtisry, S. Kournimsxy et A. Borvin, C. R. Soe. Biol., 1939, 
434, 190. 
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Bien entendu, la dose d’endotoxine injectée s’avére d’autant 
plus rapidement mortelle qu’elle est plus élevée, et c’est un fait 


\} d’observation courant que les voies d’introduction intraveineuse 


et intrapéritonéale sont plus dangereuses que la voie sous-cutanée. 
La voie intracutanée, de son cété, serait plus redoutable que la 
vole. sous-cutanée. 


* 
* * 


Plusieurs remarques fondamentales, sur lesquelles nous aurons 
d’ailleurs souvent l'occasion de revenir plus tard, doivent étre 
faites cependant ici-méme. 

1° Quel que soit le germe qui l’a fournie : Salmonella, coli- 
bacilles, etc... une endotoxine provoque toujours, dans un orga- 
nisme sensible, le méme tableau d’intoxication. Pour une méme 
quantité de poison, il n’y a aucune différence entre le tableau 
clinique qui succéde a injection chez l’animal d’une endotoxine 
cholérique par exemple, et celui qui prend place chez |’animal 
traité par |l’endotoxine typhique. Cette similitude d’action des 
deux produits est frappante. Rappelons que les états d’intoxi- 
cation provoqués par toutes les exotoxines sont au contraire 
caractéristiques de celles-ci. 

2° Le pouvoir toxique d’une endotoxine quelconque s’exerce 
avec une rapidité extrémement grande. On ne constate ici aucun 
temps d’incubation. Moins d’une heure aprés |’injection sous- 
-cutanée d’une dose simplement sublétale du poison, on trouve 
déja des signes nets d’intoxication. L’état d’intoxication s’aggrave 
rapidement. Chez le cobaye traité par une dose forte, il est le 
plus profond au bout de cing a huit heures. A ce moment, deux 
éventualités peuvent se produire : ou |’animal meurt, ou il retrouve 
rapidement un état normal. On peut dire qu’en régle générale, 
l’animal qui a pu résister vingt-quatre heures a l’action nocive 
de l’endotoxine est sauvé. Cette remarque nous parait capitale. 
Nous montrerons bient6t pourquoi. 

83° Des doses faibles et répétées d’endotoxine épargnent sou- 
vent la vie de l’animal, mais provoquent un état d’amaigrissement 
trés notable. Ce fait, bien observé par le professeur Lisbonne, 
peu de temps avant sa mort (communication personnelle), n’a 
pas encore recu d’explication. 

oe 
* x 

Une endotoxine est capable de perdre, dans certaines con- 
ditions, une partie ou la totalité de son pouvoir toxique. 

Cette perte peut tenir A une modification de l’endotoxine elle- 
méme : c’est ainsi qu'une endotoxine, conservée depuis des mois 
a la glaciére, s’avére toujours mOins nocive qu'au moment de 
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sa préparation; on pourrait aussi atténuer ou supprimer la 
toxicité d’une endotoxine par acétylation (7). 

Plus souvent, une diminution de la toxicité du produit ne fait 
que traduire une augmentation de résistance de lorganisme. 
L’age du sujet ne parait influencer en rien la valeur de cette 
résistance (8). Elle dépendrait au contraire, dans une certaine 
mesure, de ]’état de nutrition de ]’animal; ainsi, est-elle plus 
importante lorsque les tissus sont riches en acide ascorbique (9). 
I] est possible enfin, par une immunisation spécifique (10), et 
méme non-spécifique (11), de renforcer trés nettement |’immunité 
contre les endotoxines. 

Par ailleurs, différents travaux ont paru montrer que sulfa- 
mides (12) et pénicilline (18) seraient capables de neutraliser, ~ 
du moins jusqu’a un certain point, l’action nocive de ces poisons. 

En tout cas, cette méme action peut étre alténuée commodément _ 
en introduisant les produits dans ]’organisme en mélange avec 
une substance adjuvante (14). Nous avons eu personnellement 
maintes occasions de vérifier ce fait. 


* 
* ok 


Plusieurs auteurs se sont demandé si la toxicité des complexes 
glucido-lipido-polypeptidiques était liée au complexe tout entier 
ou a une partie seulement de ce complexe. Jusqu’a présent, leurs 
recherches n’ont abouti qu’a des résultats contradictoires (15). 


(7) H. P. Trerrers, Science, 1946, 103, 387. 

(8) P. A. Zanx, S. H. Hutyer et F. S. Cooper, Proceed. Soc. exp. Biol. 
a. Med., 1943, 54, 137. 

(9) H. A. Scunemwer et L. T. Wesster, J. exp. Med., 1945, 84, 359. — 
H. B. Anpervonr et H. B. Suimxin. American J. Cancer, 1939, 36, 451. 

(10) Voir sur ce sujet: A. Borvin et L. Mesroseanu, Rev. Immunol., 
1938, 4, 40 et 197. — A. Borvin, R. Kounmsxy et S. Kourmsgy, C. R. 
Soc. Biol., 1939, 1341, 190, etc. 

(11) P. A. Zauz, S. H. Hutner et F. S. Cooprr, Proceed. Soc. exp. 
Biol. a med., 1943, 54, 187. — P. A. Zant et S. H. Hutner, Amer. J. 
Hyg., 1944, 39, 189 ; Proceed. Soc. exp. Biol. a. Med., 1944, 5%, 134. 

(12) Parmi les travaux les plus récents, nous citerons celui de P. A. 
Zant, S. H. Hurner et F. S. Cooper, Proceed. Soc. exp. Biol. a. Med., 
1944, 55, 4. 

(13) A. K. Boor et C. P. Mituer, Science, 1945, 102, 437. — C. P. 
Miter et A. K, Boor, Proceed. Soc. exp. Biol. a. Med., 1946, 64, 18. 

(14) Voir par exemple, A ce sujet: S. P. Harpert, J. Smorens et Sr. 
Mupp, Amer. J. of med. Sciences, 1945, 209, 411. 

(15) On trouvera un examen critique de ces travaux dans le rapport 
presenté par A. Borvin au Congrés de Microbiologie de Bale (1946) et 
intitulé : Travaux récents sur la constitution chimique et sur les pro- 
priétés biologiques des antigénes bactériens. 
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Il]. — Examinons a présent les lésions que l’on découvre chez 
des animaux qui ont succombé aprés une injection d’endotoxine. 
Elles ont été trés souvent décrites. 

Aprés laparotomie abdominale, on est frappé par l’aspect de 
Yintestin gréle qui, distendu par un liquide jaunatre, souvent 
hémorragique, renferme en suspension de trés nombreuses cel- 
lules épithéhales plus ou moins altérées, isolées ou réunies en 
placards (desquamation). Les plaques de Peyer sont trés forte- 
ment congestionnées [chez le lapin, elles se détachent comme 
de petites framboises sur la muqueuse intestinale (16)], et les 
ganglions mésentériques sont tuméfiés, souvent méme hémorra- 
giques (17). La rate est augmentée de volume. A {’ouverture du 
thorax, on trouve également sur les poumons des foyers locaux 
de congestion et d’cedéme, et des hémorragies. 

Toutes ces lésions apparaissent encore plus clairement, lors 
de |’examen microscopique des tissus. Les capillaires des pou- 
mons sont dilatés et remplis de neutrophiles et de lympho- 
cytes (18). Dans le foie, on trouve de ]’cedéme, des hémorragies 
et des foyers de nécrose [souvent dépourvus de toute infiltration 
par des polynucléaires (19)]. La congestion et l’cedéme sont aussi 
trés nets dans la rate, dont les sinus sont dilatés, dans tous les 
ganglions, dans le muscle cardiaque, dans les reins, dans le 
cerveau, dans la moelle épiniére, etc... En tous points, les throm- 
boses vasculaires sont extrémement fréquentes (20). Foyers con- 
gestifs et hémorragiques sont particuliérement importants dans 
les capsules surrénales (21). Fait intéressant, on a remarqué, 
chez les animaux intoxiqués, une rapide disparition de la subs- 
tance chromaffine (22). Enfin, on note une congestion et une 
hyperplasie de la moelle osseuse. 

La tendance hémorragipare des endotoxines bactériennes se 
trouve bien mise en évidence par des travaux de Zahl et de ses 
collaborateurs (23). On sait que certains filtrats de cultures micro- 
biennes, quand ils sont injectés chez des animaux qui portent 


(16) A. Borvin, Exposés annuels de Biochimie médicale (D™ Polonovski), 
8° série, 1942, 113. 

(17) R. Kouritsxy, S. Kournmsxy et J. Basier, C. R. Soc. Biol., 1941, 
435, 18. : 

(18) R. C. Rosertson et H. Yu, J. of Hygiene, 1938, 38, 299. 

(19) E. W. Dennis et H. Senexsian, Amer. J. of Hygiene, 1939, 30, 21. 

(20) H. R. Moraan, Amer. J. of Path., 1948, 19, 135. 

(21) A. R. Martin, Brit. J. exper. Path., 1934, 45, 137. 

(22) E. W. Dennis, Proceed. Soc. exp. Biol. a. Med., 1939, 42, 553. — 
Au sujet des lésions des surrénales, consulter aussi L. Ourrzx1, $8. AvINERY 
et P. K. Kocu, J. Immunol., 1942, 45, 337. 

(23) P. A. Zanx, S. H. Hurver, S. Sprrz, S. Kanematzu et F. S. Coopsr, 
Amer. J. of Hygiene, 1942, 36, 224. — P. A. Zaux et S. H. Hutyer, Pro- 
ceed. Soc. exp. Biol. a. Med., 1942, 51, 285 ; 1943, 52, 116 et 364. — P. A. 
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des tumeurs, provoquent trés souvent des hémorragies dans ces 
tumeurs en entrainant d’ailleurs parfois leur compléte régression. 

Zahl a pu identifier les substances bactériennes, actives en ce 
cas, avec les endotoxines. En effet : a) les préparations les plus 
puissantes sont, en régle générale, celles qui proviennent de 
germes a gram négatif; b) ce sont également celles qui ren- 
ferment des endotoxines ; c) enfin des endotoxines, a elles seules, 
sont parfaitement capables de provoquer des hémorragies dans 
les tumeurs. 

Au cours de leurs recherches, les auteurs ont néanmoins ren- 
contré quelques exceptions. Par exemple, les extraits toxiques 
de quelques germes a gram négatif — entre autres le bacille 
pesteux — ne sont pas hémorragipares. Au contraire, certains 
extraits de germes 4 gram positif — quelques souches de Liste- 
rella — bien que ne renfermant pas d’endotoxine, peuvent 
donner parfois des hémorragies intratumorales. 

Plusieurs observations ont. démontré la fréquence des avorte- 
ments chez les sujets atteints de fiévre typhoide ou de choléra (24). 
Selon toute vraisemblance, ces accidents résultent d’hémorragies 
rétroplacentaires provoquées par les endotoxines des germes 
infectants (25). ) 

Nous terminerons cette énumération des lésions que provoquent 
les endotoxines en rappelant que ces poisons peuvent déterminer 
chez les végétaux l’apparition de tumeurs (26). 


IV. — Un importante question se pose A présent A nous. 
Comment ces lésions sont-elles produites ? Puisqu’il s’agit avant 
tout de lésions hémorragiques (cedéme, congestion, hémorragies 
plus ou moins importantes, thromboses et ultérieurement nécroses) 
faut-il faire des endotoxines des poisons vasculaires ? De nom- 
breux auteurs l’ont pensé (27). 

Il nous parait cependant difficile d’admettre qu’on se trouve ici 
en présence d’une atteinte directe des vaisseaux par les endo- 
toxines. En effet, les trés nombreux faits expérimentaux qui ont 


ZauL, S. H. Hutner et F. S. Cooper, Proceed. Soc. exp. Biol. a. Med., 
1948, 54, 48. — P. A. Zant, M. P. Starr et S. H. Hurner, Amer. J. of 
Hygiene, 1945, 44, 41, etc. 

(24) G. SanaRELui, Ann. Inst. Pasteur, 1924, 38, 11. — A. F. Jennincs 
et D. R. Maruisson, Practice of Medicine, 1940 (W. F. Prior Co, Hagers- 
town, Md.), etc. 


(25) P. A. Zann et Cl. Bserxnes, Proceed. Soc. exp. Biol. a. Med., 1943, 
54, 329 et 1944, 56, 153, etc. 

(26) A. Borvin, M. Manse, L, Mesroseau et P. Jusrer, C. R. Acad. Sci., 
1935, 201, 984. — A. Borvin, L. Mesropranu, M. Maree, P. Juster et 
T. SavuEsco, Arch. Roum, Path. Exp. Microb., 1937, 10, 67, etc. 

(27) Voir en particulier 4 ce sujet : P. A. Zanu, S. H. Hurner et F. S, 
Cooper, Proceed. Soc. exp. Biol. a. Med., 1948, 54, 187. 
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été recueillis au cours de ces derniéres années s’accordent tous 
pour montrer que les endotoxines ne jouissent pas d’un pouvoir 
irritant marqué pour les cellules, quelles que soient les cellules 
considérées. 

a) En tout cas, ce ne sont pas des leucocidines. Des polynu- 
cléaires, maintenus pendant des heures dans un milieu sérique 
renfermant une trés forte quantité d’endotoxine, demeurent capa- 
bles de se déplacer vers les substances chimiques qui normale- 
ment les attirent (28), de phagocyter (29) et de respirer (30). Le 
métabolisme respiratoire de ces cellules semble au contraire ]égé- 
rement augmenté par le contact avec une endotoxine. Les autres 
phagocytes — histiocytes — macrophages et cellules du systéme 
réticulo-endothélial — ne paraissent pas non plus étre lésés_ par 
le méme poison bactérien ; ils continuent de phagocyter convena- 
blement microbes et colloides étrangers, méme au sein d’orga- 
nismes profondément intoxiqués par des endotoxines (81). 

Les endotoxines ne jouissent par ailleurs d’aucun pouvoir 
hémolytique. 

b) On a étudié, d’autre part, l’action de ces mémes_ pro- 
duits sur le métabolisme respiratoire de différentes cellules. 
E. Boyland et M. E. Boyland, en observant des fragments de 
tumeurs expérimentales du rat, ont noté une légére réduction de 
la respiration, lorsque les fragments étaient mis en présence, in. 
vitro, de filtrats de culture du bacille d’Eberth (82). En revanche, 
daprées M. E. Delafield et H. A. Smith, l’endotoxine du bacille 
d’Aertryck n’apporte aucune perturbation dans la consommation 
d’oxygéne normale des cellules cérébrales ou musculaires (383). 

c) Plus intéressantes encore nous paraissent les recherches qui 
ont été faites en cultures de tissus. Barg a remarqué par exemple 
qu’il fallait une quantité extrémement grande de toxine du bacille 
de Shiga pour inhiber la croissance des tissus in vitro, et que, 
méme dans ces conditions, les lésions produites n’avaient rien de 
spécifique (34). 

Dans le méme ordre d’idées, les résultats obtenus par C. J. Sha- 


(28) A. Dezaunay, C. R. Soc. Biol., 1944, 138, 27. — E. Lasrarcuss et 
A. Detaunay, C. R. Soc. Biol., 1946, 140, 455. 

(29) A. Detaunay, C. R. Soc. Biol., 1942, 136, 729. — Rev. Immunol., 
1942, 7, 208. 

(30) J. Pacis et A. DeLaunay, C. R. Acad. Sci,, 1946, 222, 155. 

(31) A. Drtaunay, R. Sarcrron et J. Packs, C. R. Soc. Biol., 1944, 138, 
345. 

(32) E. Boynanp et M. E. Boyzanp, Biochem. J., 1937, 34, 454. 

(33) M. E. Dexarterp et H. A. Smiru, Brit. J. of exp. Path., 1936, 17, 
379 et 1939, 20, 216. 

(34) Cité par A. Penner et A. I. Bernuem, J. of exp. Med., 1942, 76, 
271. 
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piro méritent d’étre signalés (35). Cet auteur, ayant été frappé 
par l’action hémorragique et nécrosante d’un extrait polysaccha- 
ridique de S. enteritidis sur les tumeurs du rat, a essayé de 
retrouver une méme action de l’extrait sur des cellules cancé- 
reuses jeunes cultivées in vitro. Mais il a échoué. In vitro, l’extrait 
bactérien s’est montré sans action, qu’il ait été ajouté a la culture, 
seul, ou en mélange avec le plasma de rats cancéreux. 

Nos résultats personnels concordent parfaitement avec ceux de 
Barg et de Shapiro (36). Alors qu’il s’avére trés facile, avec une 
toxine nettement nécrosante in vivo, comme |’exotoxine staphy- 
loccocique ou l’exotoxine de B. perfringens, de tuer directement 
des cellules in vitro — et méme en s’adressant a des doses de 
poison relativement faibles —, nous avons dd recourir a des doses 
tres fortes d’endotoxine typhique et opérer dans des conditions 
trés brutales pour troubler le développement de nos cultures de 
fibroblastes-macrophages. 

D’aprés tous ces résultats — et compte tenu par ailleurs de la 
rapidité avec laquelle ces lésions sont produites dans l’orga- 
nisme — il parait bien impossible de faire dépendre les lésions 
observées chez les animaux intoxiqués d’une atteinte directe des 
tissus, & la facon d’un caustique, par les endotoxines (37). Il 
faut donc rechercher dans une autre direction la pathogénie de 
ces lésions. 


V. — Une explication plausible se présente alors 4 l’esprit. 
Les lésions en cause ne résultent-elles pas de certaines perturba- 
tions humorales et nerveuses qui prennent naissance chez les 
sujets intoxiqués ? A priori, le fait parait probable. Voyons de 
quelle nature pourraient étre ces perturbations. 

1° S’agit-il d’une réaction humorale ? A. Penner et A. I. Ber- 
nheim (88) l’ont pensé. D’aprés eux, l’endotoxine, injectée dans 
lorganisme, se bornerait & mettre en jeu une hypersécrétion 
d’adrénaline. Cette hormone, libérée brusquement et a hautes 
doses, provoquerait un artériospasme généralisé qui suffirait a 
rendre compte de toutes les manifestations vasculaires observées 
alors : cedéme, congestion et hémorragies. Ce point de vue n’a 
recu jusqu’a présent — du moins a notre connaissance — ni 
infirmation, ni confirmation. En ce qui nous concerne, nous ne 


(35) C. J. Smaprmo, Amer. J. of Hygiene, 1940, 34, 114. 

(36) A. Detaunay et E. Lasrarcuss, C. R. Soc. Biol., 1945, 139, 363. 
— E, Lasrancues et A. DeLaunay, Ann. Inst. Pasteur, 1946, 72, 38. 

(37) Il n’est pas cependant exclu que les endotoxines puissent exer- 
cer 4 ]’égard de certaines cellules une toxicité relative, en se combinant 
par exemple 4 quelque diastase cellulaire et en troublant par 14 méme 
le métabolisme des éléments frappés. 

(38) A. Penner et A. I. Bernuem, J. of exp. Med., 1942, 76, 271. 
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pensons pas que |’état d’intoxication produit par une endotoxine 
puisse se ramener tout entier 4 un simple état de choc adréna- 
linique. Cependant, la conception des auteurs américains est 
intéressante, car elle contribue a attirer |’attention sur les pertur- 
bations possibles du systéme neuro-végétatif chez les animaux 
traités par une endotoxine. 

2° Que ce systéme neuro-végétatif soit capable de réagir au 
contact de l’endotoxine (en entrainant ipso facto des désordres 
graves pour l’organisme), en fait, on n’en peut plus guére douter. 

a) C’est ainsi qu’en 1940, P. Gastinel et J. Reilly (39) ont pu 
déterminer des lésions congestives importantes sur |’intestin, une 
hypertrophie de plaques de Peyer, un infarcissement des ganglions 
mésentériques, en déposant simplement une petite quantité d’endo- 
toxine typhique sur le nerf splanchnique ou en injectant le poison 
dans le ganglion mésentérique. 

b) De son cété, R. Laplane (40) a réussi, en 1945, A provoquer 
expérimentalement avec l’endotoxine typhique des lésions d’arté- 
rite typique. Or, pour Laplane, tout indique que l’endotoxine a 
déterminé ces lésions, non pas directement, mais par irritation du 
systeme sympathique adventitiel. 

c) Nous mentionnerons encore les recherches de G. Tardieu (41). 
Cet auteur ayant injecté chez des chiens, par vole ventriculaire, 
de faibles doses d’endotoxine typhique, a reproduit chez ces ani- 
maux les principaux symptémes de la fiévre typhoide, c’est-a- 
dire le tuphos, les troubles du tonus, l’hyperthermie, les signes 
rénaux, l’amaigrissement, la diarrhée, etc. 

d) Enfin, au cours de ces derniéres années, plusieurs observa- 
tions sont venues souligner la fréquence de |’atteinte du systéme 
nerveux au cours de la fiévre typhoide. En particulier, de nom- 
breux cas d’encéphalite typhique ont été récemment rencontrés 
dans le midi de la France (42). Certains de ces cas ayant abouti 
a une issue fatale, on a pu faire un examen histologique précis 
du cerveau des malades (48). Cet examen a mis en évidence, et 
en particulier au niveau de |’hypothalamus, des réactions circu- 
latoires extr6mement nettes (cedéme, congestion, hémorragies), 


(39) P. Gastinen et J. Remy, C. R. Soc. Biol., 1940, 134, 456. 

(40) R. Laprane, Bull. Soc. Méd. Hop. Paris, 1945, n°* 11 et 12, 134. 

(41) G. Tarpreu, La Presse Médicale, 1942, n°* 7-8, 75. 

(42) J. A. Cuavany, E. Bover et J. Rammpautr, La Presse Médicale, 1943, 
n° 12, 147. — H. Rocer et H. Gasraur, La Presse Médicale, 1945, 
n° 52, 709. — R. Damave et A. Lavicnotir, Gaz. des Hép., 1946, n° 3, 
49. — M. ScuacuTer, Bull. Méd., 1946, n° 28, 353. — Ca. SaRRovy, 
P. Compe, R. ARnaup-BatranpieR et Tasone, Algérie Méd., 1946, n° 5, 
449. — E. Bennamou, F. Destarnc et Leonarvon, Algérie Méd., 1946, 
n° 5, 452, etc. ; 

(43) L. Corniz, H. Rocrr, Y. Poursines et H. Gastaut, Sem. Hép., 


Paris, 1946, n° 16, 681. 
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acompagnées d’une dégénérescence des cellules gliales et neuro- 
nales et de réactions névrogliques. 

e) A l’étranger également, la possibilité d’une intervention du 
systéme neuro- -végétatif, dans la genése des lésions que nous 
étudions ici, a été prise en considération. Nous citerons a cet 
égard le travail récent de P. A. Zahl et S. H. Hutner (44). Pour 
ces deux américains, les modalités de cette intervention pourraient 
d’ailleurs différer d’une espéce animale a ]’autre. Chez la souris 
et le cobaye, l’endotoxine stimulerait surtout le systéme para- 
sympathique. Ajoutons ici que, d’aprés le professeur Topley, une 
injection d’insuline aggrave souvent chez la souris ]’état d’intoxi- 
cation produit par une endotoxine (45). Au contraire, chez le rat, 
le chat, le lapin et chez ’>homme, on se trouverait essentiellement 
en présence d’une sympathicotonie. En faveur de leur thése, Zahl 
et Hutner ont apporté un certain nombre d’arguments. Nous n’en 
dirons rien ici, nous réservant de les discuter ultérieurement en 
détail. 


VI. — Tels sont, trés briévement exposés (46), les principaux 
faits qui ont été déja réunis sur le mode d’action des endotoxines. 
Nous pouvons les résumer de la facon suivante : 

1° Les endotoxines bactériennes se comportent comme des 
substances toxiques pour les mammiféres. 

2° Chez les animaux dont elles ont entrainé la mort, on est sur- 
tout frappé par les lésions qui traduisent une alteinte des vais- 
seaux : oedéme, congestion, hémorragies. 

3° Selon toute vraisemblance, ces lésions ne sont pas secon- 
daires 4 une altération directe des parois des vaisseaux par |]’endo- 
toxine. 

4° Elles sont l’ceuvre plutot d’une réaction excessive de |’orga- 
nisme au contact du poison. 

Mais quelle est la nature exacte de cette réaction ? 

Comment peut-elle conduire a la mort? 

Ces questions ne sont pas encore bien élucidées. C’est a leur 
solution que nous nous sommes attachés depuis 1941. Nous com- 
mencons aujourd’hui Ja publication des résultats que nous avons 
obtenus. 


(44) P. A. Zanzi et S. H. Huryer, Proceed. Soc. Biol. a Med., 1944, 
56, 156. 

(45) Cité par A. R. Martin, Brit. J. of. exp. Path., 1934, 15, 137. 

(46) Nous n’avons pu donner ici qu’une bibliographie de la question 
assez incompléte. Elle sera largement développée dans la these de 
Sciences de l’un de nous (J. Lesrun). 
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il. LES TROUBLES CIRCULATOIRES CHEZ LES ANIMAUX 
INTOXIQUES PAR UNE ENDOTOXINE 


par A. DELAUNAY, J. LEBRUN et H. COTEREAU (’). 


INTRODUCTION. 


Les troubles circulatoires qui apparaissent chez les animaux 
traités par de fortes doses d’endotoxine bactérienne ont une impor- 
tance telle qu’il nous parait nécessaire de leur consacrer en pre- 
mier lieu une étude systématique. Plusieurs observations person- 
nelles qui seront rapportées ici ont déja fait l’objet de communi- 
cations préliminaires. D’autres sont entiérement originales. Quel- 
ques-unes, enfin, ne sont pas directement le fruit de nos recherches 
mais ont été trouvées par nous dans des publications étrangéres. 


ErubE SYSTEMATIOQUE DES TROUBLES CIRCULATOIRES 
CHEZ LES ANIMAUX INTOXIQUES PAR UNE ENDOTOXINE .BACTERIENNE. 


1° Examen pu coeur. — Nous l’avons effectué sur le cobaye. 
A mesure que l’intoxication progresse, les battements cardiaques 
s’accélérent de plus en plus ; ils perdent en méme temps leur force 
normale. Cependant, ils restent réguliers jusqu’a la phase termi- 
nale de |’intoxication. L’arrét du coeur peut étre progressif. Par- 
fois, il est brusque et fait suite par exemple 4 un examen intem- 
pestif de l’animal. Une polypnée accompagne généralement la 
tachycardie. 


2° EXAMEN DE LA TENSION ARTERIELLE. — L’étude de la tension 
artérielle (mesurée a la carotide), chez des lapins intoxiqués par 
des doses létales d’endotoxine, a permis a notre collégue et ami, 
le D? Paul Boquet, d’obtenir les résultats suivants (encore inédits) : 
la tension artérielle se maintient pendant assez longtemps a des 
chiffres normaux ; elle s’effondre ensuite. 


3° ErupE DE LA CIRCULATION PERIPHERIQUE. — Deux heures 4 


peine aprés l’injection d’une forte dose d’endotoxine (typhique par 
exemple), les animaux ne saignent plus et il devient alors presque 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 9 janyier 1947. 
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impossible de prélever chez eux une goutte de sang, soit a V’oreille 
(cobaye), soit A la queue (Souris). D’autre part, les expériences sul- 
vantes nous ont montré de facon précise des troubles profonds 
de la circulation périphérique (1). ; 

Des cobayes intoxiqués par une forte dose d’endotoxine typhique 
administrée par voie intrapéritonéale et des cobayes normaux 
recoivent en méme temps 1° par voie intracutanée (abdomen) : 
1/2 cm* de bouillon stérile ; 2° dans la veine, 4/10 de cm*® d’une 
solution de bleu trypan a 1 p. 100. 

Une demi-heure plus tard, on note chez les animaux normaux, 
une accumulation du bleu trypan (coloration bleue intense) dans 
le territoire cutané qui a recu le bouillon. Chez les cobayes intoxi- 
qués, au contraire et au méme moment, ]’accumulation du bleu 
trypan dans la région enflammée est trés peu marquée, et elle est 
d’autant moins marquée que |’animal est plus malade. Au cours 
des heures qui suivent, le tegument tout entier des cobayes nor- 
maux se colore peu a peu en bleu, cependant que la peau des 
cobayes intoxiqués reste pale. 

Nous avons pu reproduire récemment. cette expérience, avec des 
résultats identiques, en opérant sur le lapin. Ce retard dans la dif- 
fusion normale du bleu trypan et dans son accumulation au niveau 
des foyers inflammatoires traduit bien l’importance des troubles 
circulatoires — au moins de ceux qui apparaissent dans la peau 
— chez les animaux intoxiqués. 


4° ETubE DES VAISSEAUX CAPILLAIRES. — Elle nous a fourni des 
résultats particuliérement instructifs. 

a) On peut noter tout d’abord, chez les animaux soumis a 
Yaction d’une endotoxine bactérienne, une augmentation extréme- 
ment nette de la résistance des capillaires (1). Nous avons mesuré 
cette résistance chez le cobaye selon la méthode classique en déter- 
minant, a ’aide d’une trompe a eau, la plus petite dépression qui 
suffit 4 rompre les vaisseaux lorsqu’elle est maintenue en un point 
donné (dans la région cutanée dorsale, par exemple) pendant 
une minute. Les résultats sont exprimés en centimétres de Hg. 
Nos animaux d’expérience étaient répartis en deux lots. Ceux du 
premier lot recevaient, dans le péritoine, 1 cm*® d’eau_ physiolo- 
gique, ceux du second, par la méme voie, des doses variables 
d’endotoxine typhique. Trente minutes, une heure et quatre heures 
aprés les injections, la résistance capillaire de tous les cobayes 
était A nouveau mesurée. Dans ces conditions, nous avons obtenu 
les résultats suivants : la résistance capillaire des animaux qui 
ont recu l’eau physiologique n’a pas été modifiée ou a augmenté 


(1) A. Detaunay, J. Packs et H. Corerrau, C. R. Soc. Biol., 1946, 


440, 456. — Voir aussi A. Penner et A. I. Bernuem, J. of exp. Med., 
1942, 76, 271. 
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légerement au bout d’une heure ; elle est passée, par exemple, 
de 40 4 50 cm. de Hg. Cette augmentation, par ailleurs, n’a jamais 
été que transitoire. En revanche, la résistance capillaire des 
cobayes traités par l’endotoxine s’est élevée dans des proportions 
considérables, comme le montrent ces quelques chiffres obtenus 
en l’espace d’une heure : 15—> > 65, 20 ->> 65, 10-»>> 60, 
25 —> > 60 cm. de Hg, etc. Tous nos résultats, sans une excep- 
tion ont été concordants. On observe déja avec netteté cette aug- 
mentation de résistance au bout de trente minutes, chez des cobayes 
qui n’ont recu qu’une fraction de milligramme de poison et dont 
Pétat général reste encore satisfaisant. En tout cas, elle est 
durable et se maintient au moins plusieurs heures. 

Cette importante augmentation de la résistance capillaire chez 
les animaux traités par une endotoxine bactérienne, et telle qu’on 
peut l’observer par la méthode que nous avons utilisée, doit cer- 
tainement relever de plusieurs facteurs. I] est du moins certain 
qu’elle n’est pas entiérement secondaire A une action directe de 
Y’endotoxine sur la paroi des capillaires. En effet, nous avons pu 
démontrer la présence (2), dans le sérum des animaux intoxiqués 
par le poison typhique, de principes, différents de ]’endotoxine, 
et capables 4 eux seuls d’élever trés nettement la résistance des 
vaisseaux capillaires de cobayes normaux. Ces principes, selon 
toute vraisemblance, se trouvent libérés par lorganisme lui- 
méme au cours de |’intoxication et sont de nature hormonale. 
Nous aurons Voccasion, plus tard, de les étudier soigneusement. 

b) Un autre phénoméne, qui coincide chez les animaux intoxi- 
qués par une endotoxine avec |’augmentation de la résistance 
vasculaire, indique lui aussi une profonde modification du sys- 
téme circulatoire. I] se traduit par une inhibition de la diapédése. 
Nous ]’avons découvert en 1941, et depuis lors, nous avons pour- 
suivi activement son examen (3). Rappelons ses caractéristiques. 
Chez les animaux (cobayes, lapins, rats, souris, etc.) traités par 
des doses létales ou sublétales d’endotoxine, la diapédése ne se 
produit plus. Les réactions inflammatoires qui se développent 
chez eux ne sont pas infiltrées, comme on le voit dans les condi- 
tions normales, par des polynucléaires d’origine sanguine. On 
imagine sans peine les conséquences d’une telle perturbation 
les microbes qui ont donné naissance a ces réactions inflamma- 


(2) A. Denaunay et J. Packs, C. R. Soc. Biol., 1946, 440, 458. 

(3) Consulter & ce sujet : A. Detaunay, Y. Lenoutt et R. Sarcrron, 
C. R. Soc. Biol., 1941, 135, 1529. — A. Dexaunay, ces Annales, 1942, 
68, 72. — A. Detaunay, M. Deraunay et Y. Lenoutr, C. R. Soc. Biol., 
1942, 136, 259. — A. Deraunay, Rev. Immunologie, 1942, 7, 33 et 134 ; 
1943, 8, 30 et C. R. Sac. Biol., 1943, 437, 96 et 265 ; 1944, 138, 27. — 
A. Detaunay, M. Detaunay et J. Packs, C. R. Soc. Biol., 1944, 138, 432. — 
A. Detaunay et J. Packs, ces Annales, 1945, 74, 4381, etc. 
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toires, épargnés par ces puissants phagocytes que sont les glo- 
bules blancs, peuvent se multiplier sans frein et éventuellement 
essaimer dans tout l’organisme. Cette suppression de la diapédése 
des polynucléaires dure aussi longtemps que la phase aigué de 
l’intoxication. Elle se prolonge jusqu’a la mort, si des doses létales 
d’endotoxine ont été mises en ceuvre. 

Lorsque nous avons découvert ce phénoméne en 1941, nous 
avons cru qu'il était caractéristique des intoxications par une 
endotoxine. Pour plusieurs raisons, nous avons du revenir sur 
cette opinion. Tout d’abord, parce que nous avons retrouvé, nous- 
mémes, avec toute la netteté désirable, une inhibition de la diapé- 
dése au cours de certains phénoménes de choc : chocs anaphy- 
lactoides (4), chocs traumatiques et toxiques (5). D’autre part, 
différents auteurs américains l’ont observée de leur cété, dans 
des recherches tout a fait indépendantes des nétres ; c’est ainsi 
que R. H. Rigdon (6) et Cl. C. Lushbaugh (7) ont noté son exis- 
tence chez des animaux intoxiqués par l’alcool éthylique. Enfin, 
des recherches bibliographiques sysiématiques nous ont permis 
de découvrir que le méme phénoméne avait encore été remarqué, 
mais incidemment et sans que les auleurs y alent attaché une 
erande importance, dés 1939; par exemple, A. Penner et 
A. I. Bernheim ont signalé, cette année 1a, l’absence d’infiltration 
leucocytaire dans les foyers nécrotiques découveris a l’autopsie 
de sujets morts en état de choc opératoire (8). 

Nous recherchons en ce moment le mécanisme de cette inhibi- 
tion de la diapédése. Nous savons déja qu’il est impossible de 
mettre en cause soit une altération quelconque des polynucléaires 
sous l’action des endotoxines, car ces poisons ne sont pas des 
leucocidines comme nous |’avons montré dans nos communica- 
tions antérieures (9), soit une répulsion des globules blancs par 
ces mémes produits comme l’ont soutenu H. R. Morgan et 
H. C. Upham (10). Plus vraisemblablement, ce phénoméne est la 
conséquence des importantes perturbations survenues dans _ le 
courant circulatoire des animaux intoxiqués, perturbations qui 
résultent elles-mémes, selon toute vraisemblance, du changement 


(4) A. Detaunay, J. Pacts et M. Maurin, C. R. Acad. Sci., 1946, 
222, 699. 


(5) A. Detaunay, J. Lesrun et H. Corereau, C. R. Acad. Sci., 1946, 
223° 103% 

(6) R. H. Riepon, J. Lab. and clin. Médicine, 1943, 28, 714. 

(7) Gu. C. Lusupaucn, Amer. J. of Path., 1942, 48, 752. 

(8) A. Penner et A. i, Berner, J. of. ‘exp. Med., 1939, 70, 453. 
Ae ans << a ce sujet A. DeLaunay et J. Lesrun, ces Annales, 1947, 

(10) H. R. Morcan et H. C. Upnam, Proceed, Soc. exp. Biol. a. Med., 


1941, 48, 114. — E. Lasrarncurs et A. Denaunay, C. R. Soc. Biol., 
1946, 140, 455. 
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de calibre des divers vaisseaux : artérioles, capillaires et veinules, 
Sur ce point également, nous aurons plus tard l’occasion de 
revenir. 

c) Une autre remarque doit étre faite enfin, au sujet de la 
circulation capillaire. Chez les animaux traités par une endo- 
toxine bactérienne, on n’observe pas, en méme temps que I’inhi- 
bition de la diapédése, une suppression de la plasmatexodie. La 
filtration du plasma, a travers les parois capillaires, continue 
de se faire convenablement chez les sujets intoxiqués. Nous avons 
pu nous en assurer nous-mémes. 


3° MopiIrIcATIONS DE LA TENEUR DU SANG EN ELEMENTS FIGURES ET 
EN GLUCOSE. — On observe, par ailleurs, chez les animaux sou- 
mis a l’action de fortes doses d’endotoxine bactérienne, des modi- 
fications importantes dans la constitution du sang lui-méme. 

a) C’est ainsi que le nombre normal des éléments figurés se 
trouve fortement perturbé. 

En premier leu, on note une leucopénie qui est le plus souvent 
extrémement nette. Cette leucopénie — qui porte a la fois sur les 
polynucléaires et sur les mononucléaires — a été signalée par de 
trés nombreux auteurs (11). Nous l’avons retrouvée, nous aussi, 
réguliérement (12). Elle se prolonge, en devenant de plus en plus 
marquée, jusqu’a la mort des animaux, ou, chez les animaux qui 
survivent, elle céde finalement la place a une leucocytose plus ou 
moins élevée. Cette leucopénie apparait, en régle générale, moins 
d'une heure aprés Vinjection de |’endotoxine. Chez les animaux 
survivants, elle a toujours disparu au bout de vingt-quatre heures. 
Elle parait avoir pour cause une redistribution des leucocytes dans 
Varbre vasculaire (18). 

En méme temps que cette leucopénie, on observe le plus souvent 
une augmentation légére du nombre des globules rouges. Deux 
auteurs américains, A. Penner et A. I. Bernheim, ont longuement 
étudié ’hémoconcentration qui apparait chez les animaux traités 
par des extraits du bacille de Shiga (14). Ils la mesuraient 
d’aprés la concentration du sang en hémoglobine. A leur avis, 
cette hémoconcentration résulte d’une perte de plasma, mais ils 
n’ont pu préciser Je destin du plasma perdu, s’il quitte le courant 
sanguin pour infiltrer cellules et tissus, ou s’il se trouve retenu 


(11) R. C. Ropertson et H. Yu, J. of Hygiene, 1938, 38, 299. — 
E. W. Dennis et H. Senexsran, Amer. J. of Hyg., 1939, 30, 21 et 103. — 
H. R. Morecan, Proceed. Soc. exp. Biol. a Med., 1940, 43, 529. — 
A. Penner et A. I. Bernnem, J. of exp. Med., 1942, 76, 271, etc. 

(12) A. Detaunay, C. R. Soc. Biol., 1948, 137, 589 et 590. 

(13) Voir & ce sujet A. Dexaunay et J. Lesrun, Rev. Hématalogie (sous 
presse). 

(14) A. Penner et A. I. Bernuem, J. of exp. Med., 1942, 76, 271. 
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dans certains capillaires profonds dont la circulation est exagé- 
rément ralentie. En tout cas, d’aprés Penner et Bernheim, la 
densité spécifique du plasma chez les animaux fortement intoxi- 
qués ne subit aucun changement. ; 

b) Enfin, il est un dernier ordre de perturbations sanguines sur 
lequel nous insisterons en terminant cette énumération ; il s’agit 
des troubles de la glycémie. Différents auteurs (14 et 15) ont été 
frappés par la présence, chez les animaux d’expérience, au 
début de l’intoxication par une endotoxine bactérienne, d’une 
forte hyperglycémie acompagnée d’une hyperlactacidémie, et ils 
ont tous admis que cette hyperglycémie traduisait probablement 
une hypersécrétion d’adrénaline par des surrénales encore intactes. _ 
Lorsque l’intoxication se prolonge, cette hyperglycémie ferait — 
place a une hypoglycémie dont rendraient compte la découverte 
a l’autopsie de grosses lésions surrénales et la disparition de la 
substance chromaffine observée par Dennis (16). 


Discussion. 


I. — Résumons en premier lieu les divers renseignements que 
nous venons d’apporter et qui indiquent que des troubles circula- 
toires importants prennent place chez les animaux intoxiqués par 
une endotoxine bactérienne. Ces troubles sont les suivants : 

Hypotension terminale nette, succédant 4 une tension artérielle 
qui, longtemps, s’est maintenue normale ; 

Troubles marqués de la circulation périphérique ; 

Modifications capillaires qui se traduisent a) par une augmen- 
tation considérable de la résistance des parois capillaires, b) par 
le maintien de la perméabilité de ces parois aux substances dis- 
soutes, c) par la suppression de toute diapédése des globules 
blancs ; 

Leucopénie toujours trés importante (par redistribution cellu- 
laire) et hémoconcentration ; 

Troubles de la régulation glycémique : hyperglycémie (avec 
hyper-lactacidémie) puis hypoglycémie. 


Il. — Cette énumération nous parait instructive, car elle per- 
met de rapprocher aussitét l'état d’intoxication produit par une 
endotoxine bactérienne d’un autre processus pathologique, connu 
sous le nom de choc traumatique. Dans 1]’état de choc traumatique, 
tel que le définissent les données classiques, on retrouve la plu- 
part des sympt6mes que nous venons de signaler. Chez le sujet 
choqué, Ja tension artérielle reste normale pendant un certain 


(15) M. E. Detarietp, Brit. J. of exp. Path., 1984, 45, 180. — A. Borvin 
et L. Mresropeanu, C. R. Soc. Biol., 1984, 447, 273, etc. 
(16) E. W. Dennis, Proc. Soc. exp. Biol. a Med., 1939, 42, 553. 
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temps avant de s’effondrer, et par ailleurs la circulation périphé- 
rique se trouve extrémement perturbée. A l’heure actuelle, on a 
méme tendance a faire d’un tel phénoméne le véritable substratum 
de l’état de choc, si bien que, pour W. W. Swingle, le signe 
caractéristique de cet état serait représenté par l’arrét, chez le 
blessé, de toute hémorragie. Dans le choc traumatique, encore, 
on observe le maintien de la perméabilité des parois capillaires 
au plasma. Cette perméabilité serait méme augmentée, et cer- 
tains auteurs n’ont pas hésité a faire, d’une plasmatexodie exa- 
gérée, une des causes déterminantes essentielles des états de 
choc. D’autre part, nous avons montré nous-mémes que la dia- 
pédése des leucocytes était supprimée chez les sujets choqués 
et l'on sait que l’on trouve souvent, chez ceux-ci, de |’hyper- 
glycémie et de Vhyperlactacidémie (avec production d’un état 
d’acidose). En revanche, ce gu’on rencontre moins souvent 
dans les états de choc traumatique, c’est une leucopénie (on note- 
rait, semble-t-il habituellement, une leucocytose). Cependant, cette 
leucopénie est constante dans certains processus qui, bien qu’un 
peu différents du choc traumatique, n’en représentent pas moins 
des états de choc, comme certaines réactions anaphylactiques par 
exemple. Enfin, nous ajouterons que, sur le plan anatomo-patho- 
logique, les lésions que l]’on découvre chez les sujets choqués 
(lésions cedémateuses, congestives, hémorragiques, nécroses, etc.) 
sont exactement celles qu’on met en évidence chez les sujets 
intoxiqués par une endotoxine, et que, chez tous ces sujets, 
lorsque la guérison survient, elle survient dans les mémes condi- 
tions, brusquement. 

Pour toutes ces raisons, nous pensons avoir le droit, aprés 
A. Penner et A. I. Bernheim (14), d’assimiler I’ état d’intoxication 
produit par une endotoxine bactérienne a un état de choc trau- 
_matique. 

Selon nous, une endotoxine bactérienne injectée chez un animal 
sensible, n’exerce pas ses ravages par une action directe sur les 
fissus ; elle se borne a déclencher un simple état de choc. 

A nos yeux, les endotoxines bactériennes méritent donc d’étre 
rangées parmi les facteurs déja connus, capables de produire un 
choc. 


III.. — Sans doute, assimiler |’état d’intoxication produit par 
une endotoxine a un état de choc ne suffit pas a résoudre tout 
le probleme du mode d’action in vivo de ce poison bactérien. 
Pourtant, comme nous allons le montrer a présent, cette identi- 
fication présente, pour plusieurs raisons, un gros intérét. 

a) Tout d’abord, elle permet de comprendre pourquoi les endo- 
ioxines, quel que soit le germe qui les a fournies, par conséquent 
quelle que soit leur spécificité, provoquent toutes, a poids égal, 
chez ]’animal, le méme syndrome clinique. Pareil fait avait beau- 
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coup surpris, lors de l’isolement — relativement récent — de ces 
endotoxines. Etant donné la conception que nous apportons 
aujourd’hui du mode d’action, in vivo, de ces poisons, il n’y a 
plus lieu, pensons-nous, de s’en étonner. En effet, si les endo- 
toxines typhique, colibacillaire, cholérique, etc... sont toxiques, ce 
n’est pas parce qu’elles jouissent d’une toxicité « primaire », 
mais simplement parce qu’elles sont, les unes et les autres, des 
facteurs de choc. 

b) Le fait que des toxines microbiennes soient capables, a elles 
seules, de produire des phénoménes de choc cliniquement carac- 
téristiques, vient d’autre part renforcer la théorie, née au len- 
demain de l’autre guerre, qui place les éltats de choc sous la 
dépendance d’hypothétiques facteurs toxiques. Mais remarquons- 
le bien, dans notre esprit, le facteur toxique ne jouerait ici qu’un 
role déclenchant; on ne doit pas faire état de sa toxicité pour 
expliquer la gravité du choc. La gravité de celui-ci nous parait 
dépendre seulement de la violence de la réaction de l’organisme. 

On peut se demander, par ailleurs, si les endotoxines sont les 
seuls produits microbiens capables de se comporter comme des 
facteurs de choc. Dans |’état actuel de nos recherches, il nous 
est encore assez difficile de répondre. Tout ce que nous pouvons 
dire déja, c’est, qu’entre nos mains, seules les endotoxines, apres 
injection sous-cutanée, ont conduit a des états de choc typiques. 
Les extraits (autolysats) de nombreux germes 4 gram positif, les 
divers constituants des germes a gram négatif autres que les com- 
plexes glucido-lipidiques, introduits dans l’organisme par la 
méme voile, nous ont parfois donné de gros désordres locaux 
mais qui ne s’accompagnaient pas d’une réaction générale intense 
de l’organisme. Sans doute, devons-nous faire exception des exo- 
toxines (diphtérique, tétanique, staphylococcique, etc...), mais le 
tableau clinique qu’on obtient en ce cas est trés différent de celui 
qu’on observe chez les animaux traités par une endotoxine. 

I] est permis de se demander toutefois si la brusque injection 
dans le sang d’extraits microbiens, peu nocifs par voie sous- 
cutanée, n’entrainerait pas alors un véritable état de choc. Le fait 
n’est pas impossible @ priori. 

Au cours de ces derniéres années, différents auteurs étran- 
gers (17), frappés par la constante et massive contamination des 
plaies chez les sujets choqués, ont marqué leur tendance A faire, 
des substances libérées par les microbes infectants, les véritables 
agents du choc. Ils ont incriminé surtout le bacille perfringens, 


(17) J. C. Aus, A. M. Brues, R. Dusos, S. S. Kery, J. T. NATHANSON, 
A. Porr et P. C. Zamecnix, War Med., 1944, 5, 71. — M. Prinzmetat, 
S. C. Freep, et H. E. Krucer, War Med., 1944, 5, 74. — H. E. KRUGER, 


S. F. Quan et M. Prinzmerat, Amer. J. of med. Sciences, 1946, 244, 
590, etc. 
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ses divers constituants, et aussi les produits de désintégration 
cellulaire dont ce germe provoque |’apparition dans le tissu lésé. 
De nouvelles recherches nous paraissent nécessaires pour bien 
établir ce point de vue. Mais en tout cas, les substances toxiques 
en cause, au méme titre que les endotoxines, ne devraient étre 
considérées que comme des facteurs déclenchants, leur action 
se bornant, selon toute probabilité, & mettre en route le méca- 
nisme général du choc. 

c) Mais en quoi consiste ce mécanisme ? Cette grande question 
reste posée tout entiére. 

Nous avons rappelé plus haut les quelques mécanismes déja 
invoqués 4 propos du mode d’action des endotoxines. I] est signi- 
ficatif de remarquer que ce sont lés mémes mécanismes qui ont 
été mis en avant pour rendre compte de J’installation d’un état 
de choc traumatique. Cette fois encore, les auteurs, selon leurs 
tendances particuliéres, ont pensé soit a des réactions nerveuses, 
soit a des réactions glandulaires (l’intérét se concentrant d’ail- 
leurs surtout sur les hormones surrénales). Tous ces auteurs ont 
présenté des arguments sérieux ; aussi est-i] probable que dans 
la production d’un état de choc s’intriquent des causes nerveuses 
et hormonales. 

Quelle que soit la nature de ces causes — encore obscures, 
reconnaissons-le — un fait du moins parait certain. Un état de 
choc traumatique est toujours accompagné par des perturbations 
du systéme circulatoire extrémement graves (18). Or, comme 
nous l’avons montré, dans les états toxiques produits par les 
endotoxines, c’est également la circulation qui est le siége 
des troubles les plus profonds. Dans ces conditions, tout 
le probleme de la pathogénie du choc, et aussi bien tout le 
probléme du mode d’action des endotoxines, consistent 4 trouver 
la cause de ces perturbations. Identifier, ainsi que nous l’avons 
fait, choc traumatique et intoxication par les endotoxines devrait 
faciliter leur solution. 

En effet, étudie-t-on le mode d’action des endotoxines, on 
pourra désormais faire usage des trés nombreux et précieux 
documents qu’ont déja apportés les recherches sur le mécanisme 
des états de choc. Ainsi, la marche des progrés risque d’étre 
guidée et activée. 

D’un autre cété, il nous parait certain que ]’étude méme du 
mode d’action des endotoxines pourra servir a élucider ce qui 
demeure obscur dans le syndrome du choc. Nous n’en voulons 
pour preuve que l’exemple suivant : eee 

On sait que les blessés choqués se monirent particuliérement 
aptes a faire des infections et des infections graves. Jusqu’a pré- 


(18) Sur ce sujet, consulter : J. Creyssen et P. Suing, Choc trauma- 
tique, un vol., Masson, édit., 1944. 


574 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


sent, on n’avait pas su expliquer cette prédisposition. Tout au 
plus, se bornait-on 4 mettre en cause l’anoxie qui régne générale- 
ment dans les tissus traumatisés, et qui favorise la pullulation de 
certains germes, en particulier des anaérobies (perfringens). 
Aujourd’hui, nous connaissons |’explication véritable. Nous avons 
montré en effet que la sensibilité accrue des blessés aux agres- 
sions bactériennes résulte de la suppression de la diapédése dans 
leur organisme (19). Mais si nous avons pu trouver la solution 
de ce probléme, c’est parce que nos recherches antérieures sur 
le mode d’action des endotoxines nous l’indiquaient déja en toute 
netteté (20). 


CONCLUSIONS. 


I. — L’état d’intoxication produit chez l’animal sensible par 
une endotoxine bactérienne s’accompagne de troubles circula- 
toires profonds. 


II. — Ce sont les mémes troubles que ]’on retrouve chez les 
sujets mis en état de choc traumatique. 


III. — On peut done assimiler ces deux étais et ranger désor- 
mais les endotoxines parmi les facteurs toxiques capables de 
provoquer des chocs. Les auteurs montrent tout |’intérét de cette 
identification. 


(19) A. Detaunay, J. Lesrun et H. Corerzau, C. R. Acad. Sci., 1946, 
223, 1037. 

(20) Ces recherches nous avaient montré que les animaux intoxi- 
qués par une endotoxine sont, au méme titre que les sujets en état 
de choc, particuliérement sensibles aux affections bactériennes. Voir 4 ce 
sujet : A. Borvin et A. Dertaunay, Bull. Acad. Med., 1943, 127, 274 ; 
C. R. Soc. Biol., 1943, 4137, 585; Rev. Immunol., 1943, 8, 148; ces 
Annales, 1945, 71, 168 ; Experientia, 1945, 1, 262, etc. 


VARIATION DU METHANOL DU BOIS AVEC L’AGE 


par MM. Gasrra. BERTRAND et Lazarg SILBERSTEIN. 


Nous avons montré que Jes proportions d’acide acétique qui 
existent 4 l'état de combinaison dans la partie ligneuse des 
arbres de nos bois et de nos foréts varient avec le degré de déve- 
loppement de la partie considérée. En comparant le bois des 
jeunes rameaux a celui des rameaux plus Agés, puis des branches 
de plus en plus grosses et enfin du tronc, on trouve que, d’une 
mamiére générale, la proportion de l’acide acétique est maxima 
au début de l’apparition de l’organe et diminue progressivement 
dans la suite. La variation peut atteindre environ 20 p. 100 lors- 
_ qu’on passe d’un bois de premiére année a celui du tronc, dans 
lequel elle ne change pratiquement plus (1). 

Nous avons cherché si ie méthanol ou alcool méthylique, 
engagé également a |’état de combinaison dans les tissus ligni- 
fiés (2) et qui se sépare en méme temps que l’acide acétique par 
hydrolyse, ne varierait pas aussi avec l’age. 

Nous .étions d’autant plus incités a faire cette recherche que 
dans la supposition, vraisemblable mais pas encore démontrée 
exacte par une expérience chimique directe, de ]’ingérence des 
composés pectiques dans ]’édification des membranes cellulaires 
lignifiées, la connaissance qualitative et quantitative des combi- 
naisons aisément hydrolysables du méthanol apparait plus impor- 
tante que celle de l’acide acétique. 

Pour atteindre le but indiqué, nous avons examiné les mémes 
espéces végétales que dans le travail précédent, soit deux 
Gymnospermes : l’Epicéa et le Pin maritime, et deux Angio- 
spermes : le Hétre et le Chéne rouvre. Les échantillons des dif- 
férentes parties, rameaux, branches et tronc, prélevés pour les 
analyses provenaient des mémes arbres de notre collection que 
ceux ayant servi aux dosages de l’acide acétique et avaient été 
préparés exactement de la méme maniére. 

Le méthanol a été libéré par hydrolyse avec de l’eau de baryte, 
séparé par distillation et transformé en aldéhyde formique que 
lon a dosé colorimétriquement a l’aide du réactif de Schiff. 
Ajoutons qu’a cette occasion nous avons amélioré encore la 
méthode qui avait été décrite par l'un de nous en collaboration 


(1) C. R. Acad. Sci., 1946, 222, 833-835. 
(2) Ibid., 1940, 240, 773. 
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avec G. Brooks (8), ce qui nous a permis d’opérer avec une plus 
grande précision et sur des quantités de méthano] plus petites. 

Dans le tablean ci-dessous, ot se trouvent rassemblés les résul- 
tats obtenus, le degré de développement est exprimé par le dia- 
métre de l’organe encore muni de son écorce ; Vappellation 
petits rameaux désigne un mélange de rameaux, d'une, deux et 
trois années, celle de gros rameaux un mélange de rameaux de 
quatre et cinq années. I] reste entendu que les analyses ont porté 
sur le bois seul. 


EE a, 


DIAMETRE MOYEN METHANOL P. 100 
; Gymnospermes : 
Epicéa : 
Petits rameaux ys) = 46) 0,4 cm. 0,32 
Gros i PHMeaUksae seen nest = 0,9 cm. 0,28 
Branch eicatec aeeeter oen 2,1 cm. 0,28 
{Wayans Be gNS cid os SG 46-47 cm. 0,23 
Pin maritime : 
Petits ameaux. ev esate: 0,4 cm. 0, 9 
Gros TAaMeaUK eee eee Aen: 0,35 
Branches <5. fic. aa) fees ened 2,5 cm. 0,32 
ALN Iy Ker Sone teat kao okie 48,5 & 19 cm. 0,24 
Angtospermes 
Hétre : 
Petits ram Ca tixesmc mre 0,4 cm. 0,34 
Gros ramesux. = eo Nar) (Oni 0,27 
Branches yess eratics cians oem 0,25 
IPTOWC donates his ost teay ay ead sie 25,5. €m. 0,22 
Chéne rouvre : 
PRetitsenamesiixors 7 mt meses 0,4 cm. 0,28 
Gros rameaux. |... oe 4 em: 0,22 
Branchereencsretysie ste.) Cte ee 3,1 cm 0,20 


COM ea eer ch ies) osu py, 2 ee) 


Ces résultats mettent nettement en évidence que la teneur du 
bois en méthanol aisément séparable par hydrolyse diminue avec 
lage. Cette diminution est méme plus marquée que pour l’acide 
acétique : elle atteint environ 30 p. 100 dans l’Epicéa et le 
Hétre, 38 p. 100 dans le Pin et 46 p. 100 dans le Chéne rouvre. 
De telles proportions correspondant a plusieurs dizaines de 
litres par tonne de matiére ligneuse sont, en outre, intéressantes 


a considérer au point de vue de l'utilisation. chimique industrielle 
des petits bois. 


(3) Ann. agron., 1940, 40, n° 8, 349 (Mémoire dans lequel est incluse 
la note mentionnée en (2). 
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COMMUNICATIONS (SUITE ET FIN) 


L’e TUDE DES MUTATIONS BACTERIENNES 
A L’AIDE DU BACTERIOPHAGE 


par S. E. LURIA. 


Le phénoméne bien connu de l’apparition de cultures secondaires 
résistantes aprés la lyse bactérienne par le bactériophage fournit un 
matériel] de choix pour ]’étude des mutations bactériennes. La fré- 
quence trés faible des mutations spontanées produisant des change- 
ments phénotypiques stables est l’une des difficultés les plus sérieuses 
que l’on rencontre en génétique bactérienne. Pour isoler ces rares 
mutants, il faut réaliser des conditions telles que le mutant soit trés 
largement favorisé dans sa compétition avec le type original. C’est 
ce qui se produit dans le cas de mutants capables de se multiplier 
dans un milieu insuffisant pour la croissance du type normal. D’au- 
tres types de mutations, dont l’effet est d’augmenter la résistance a 
un agent chimique ou physique inhibiteur, peuvent étre également 
facilement isolés. 

Dans ce dernier cas cependant les différences de propriétés entre 
la souche originale et la ou les formes mutantes sont généralement 
d’ordre purement quantitatif : le mutant est simplement capable de 
tolérer des concentrations plus élevées de la substance toxique ou inhi- 
bitrice. Pour peu que les courbes de survie des deux types soient en 
partie superposées, l’isolement et surtout la numération des individus 
mutants deviennent aléatoires ; lorsqu’on utilise des concentrations 
de substances toxiques inhibant totalement la forme normale, une 
partie des bactéries mutantes sont également inhibées. 

Ces difficultés n’existent pas dans le cas des mutations produisant 
la résistance au bactériophage. La différence entre le type original 
et le mutant est le plus souvent du type tout ou rien. Les bactéries 
résistantes n’adsorbent méme pas les bactériophages qui lysent la 
souche originale. Elles peuvent étre isolées avec un rendement de 
100 pour 100 par étalement sur de la gélose préalablement couverte 
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de phage. Chaque bactérie résistante présente dans la suspension au 
moment de 1’étalement donne une colonie. 

L’analyse statistique appliquée 4 l’étude de la proportion des mu- 
tants résistants parmi des souches sensibles a permis de démontrer 
que les formes résistantes apparaissent par mutation spontanée avant 
Vétalement et non pas par l’action du bactériophage aprés 1’étale- 
ment (1). 

Il est donc possible d’évaluer directement le nombre d’individus 
mutants dans une population issue d’une cellule normale et d’évaluer 
ainsi les taux de mutation de fagon assez précise. 

L’étude des mutations entrainant la résistance au bactériophage 
peut étre développée dans deux directions. D’une part, on peut ana- 
lyser le phénotype des bactéries mutantes et obtenir ainsi des données 
sur la signification physiologique de la mutation. D’autre part, on peut 
étudier les relations mutuelles des différentes mutations dont un méme 
clone est capable, afin d’analyser le systéme de déterminants géné- 
tiques de la cellule bactérienne. 

Le fait que de nombreuses mutations entrainant la résistance a 
certains bactériophages impliquent également des changements bio- 
chimiques (pouvoir de synthése,. etc.) [2,4], indique que ces muta- 
tions affectent profondément le métabolisme cellulaire. Les diverses 
manifestations d’une méme mutation correspondent aux effets mul- 
tiples des genes dans les organismes plus élevés. I] se peut qu’elles 
représentent les aspects différents d’une modification portant sur un 
seul enzyme. 

Certaines mutations entrainent la résistance 4 un _ bactériophage, 
d’autres 4 plusieurs 4 la fois. Les mutations entrainant la résistance 
a des bactériophages différents sont en général indépendantes, de 
sorte qu’une souche peut devenir résistante 4 toute une série de bac- 
tériophages par une série de mutations successives. Les taux de ces 
différentes mutations sont généralement les mémes, qu’elles se pro- 
duisent dans la souche originale ou dans une souche ayant déja subi 
plusieurs mutations de résistance (8). Ces faits paraissent indiquer 
clairement l’existence chez les bactéries d’une série de déterminants 
génétiques indépendants comparables aux génes des organismes A 
reproduction sexuée. 

Cependant dans certains cas, on observe des mutations non indépen- 
dantes (4) ; parfois une seule mutation se montrera capable de produire 
toute une série de changements (résistance 4 plusieurs bactériophages, 
etc.) constituant une reproduction exacte des modifications associées 
a deux autres mutations. S’agit-il d’une mutation complétement dif- 
férente ou bien y a-t-il chez ies bactéries un mécanisme entrainant 
la mutation simultanée de deux ou plusieurs génes, et dans ce cas 
s’agit-i] d’un changement dans une méme particule matérielle douée 
de plusieurs spécificités biologiques capables de se modifier séparé- 
ment > Ou bien encore s’agit-il d’un remaniement profond du matériel 


(1) S. E. Luria et M. Detsriicx, Genetics, 1943, 28, 491. 

(2) E. H. Anverson, Proc. Nat. Acad. Sc., 1944, 30, 397 et 1946, 32, 120; 
Ele Wotan, ces Annales, 1947, 73, 348. 

(3) M. Demerec et U. Fano, Genetics, 1945, 30, 119. 

(4) S. E. Luria, Cold Spring Harbor Symp., 1946 (sous presse). 
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héréditaire de la cellule bactérienne ? Nous sommes loin encore de 
pouvoir proposer des réponses 4 ces questions. 

Il faut citer encore un autre type particuligrement intéressant de 
mutations non indépendantes. Une mutation A ne se produit pas 
avec une fréquence décelable dans la souche normale, mais elle se 
produit avec une fréquence toujours élevée dans une autre souche 
issue de la souche normale a la suite d’une autre mutation (B). On 
peut envisager l’hypothése selon laquelle l’effet de la mutation B ne 
serait pas d’augmenter le taux de Ja mutation A, mais de permettre 
sa manifestation phénotypique qui serait masquée dans la souche 
normale. On peut concevoir qu’un tel mécanisme puisse jouer un 
réle important en favorisant l’accumulation de mutations phénotypi- 
quement inopérantes, c’est-a-dire permettant la formation, a l’abri de 
la sélection naturelle, de nouvelles combinaisons de caractéres, combi- 
naisons qui pourront éventuellement étre favorables 4 la survie de 
Vespéce, alors méme que chaque caractére séparément serait défa- 
vorable. 


(Indiana University, Bloomington, Indiana, U. S. A.) 


IMAGES ELECTRONIQUES 
DE QUELQUES BACTERIOPHAGES 
ET DETERMINATION DE LEUR TAILLE 


par J. GIUNTINI, P. LEPINE, P. NICOLLE et 0. CROISSANT. 


Depuis les premiers travaux de H. Ruska (1, 3) et de ses collabora- 
teurs, de Kausche et Pfankuch (2) sur l'étude des bactériophages au 
moyen du microscope électronique, plusieurs auteurs, notamment 
S. E. Luria (4 et 5), Luria, Delbriick et T. Anderson (6), Baylor, Seve- 
rens et Clark (7), ont repris cette étude et ont confirmé les constatations 
des auteurs allemands sur la forme et la structure des bactériophages. 
Il nous a semblé intéressant de vérifier au microscope électronique 
la nature et les dimensions de quelques bactériophages dont nous 
avions déja étudié la taille et la densité au moyen de 1’ultracentrifu- 
geuse. 

Le microscope Siemens qui a servi a effectuer cette étude est du 
type électromagnétique ; il a été remis & l'Institut Pasteur par la 


(1) H. Rusxa, Naturwiss, 1940, 28, 45. 

(2) G. Kauscun und E, Pranxucu, Naturwiss, 1940, 28, 46. 

(3) H. Ruska, Naturwiss, 1941, 29, 367. 

(4) S. E. Lunt et T. F. Anperson, Proceed. nation. Acad. Sci., 1942, 


(6) S. E. Luria, J. Baet., 1943, 45, 73. 

(6) S. E. Luria, M. Detsruck et T. F. Anperson, J. Bact., 1943, 46, 57. 

(7) M. R. B. Baytor, J. M. Sreverens et G. L. Crarx, J. Baet., 1944, 47, 
277. 
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Marine nationale que nous tenons a remercier ici, son remontage et 
sa mise au point ayant élé faits par ‘l’un de’ nous, au laboratoire:; 

-- Le. fonctionnement. de cet appareil est relativement, simple, ; mais la 
qualité des images dépend de. nombreux facteurs (constance des: cou- 
rants,, centrage' des lentilles et. diaphragmes, ‘aberrations ‘supplémen- 
taires. des images, au cours du fonctionnement, dues, au dépdt ‘sur: les 
diaphragmes). L’épaisseur des membranes-supports employées est aussi 
trds importante quand:on -poursuit 1’étude d’éléments: dont. les. dimen- 
sions sont proches du pouvoir séparateur, car la perte de vitesse d’une 
partie des électrons A travers le support engendre une aberration, chro- 
matique: trés: importante qui rend les images. floues. Pour. des mem- 
branes fines de l’ordre de 5:4 15 y, le pouvoir. séparateur, obtenu est 
de 244 y, c’est-a-dire qu’il se préte parfaitement 4 1’étude de. la-mor- 
phologie des bactériophages sans métallisation. préalable.. La, membrane- 
support, en collodion, est obtenue par .la. méthode. classique -d’étale- 
ment sur une surface d’eau d’une goutte d’une. solution ‘a 2. p...100 
de coton nitré (Réf. CA4) dans l’acétate d’amyle. Les bactériophages 
ont été préparés dans un milieu constitué par l’autolysat de ‘levure 
a 3 p. 1000, centrifugés une premitre fois A 3.300 tours minute pour 
enlever les éléments dont la taille est de beaucoup supérieure a Celle 
des bactériophages, puis recueillis 4 40.000 t/m et ensuite lavés deux 
fois & l’eau bidistillée par ultracentrifugation de trente minutes a 
40.000 t/m ; une goutte de. la suspension finale: dans l’eau distillée 
est placée sur la membrane d’un diaphragme porte-objet ayant 
0,07 mm. de diamétre intérieur. 

Les bactériophages. étudiés.-dans. ce travail furent le bactériophage 
du Bacillus subtilis, le bactériophage coli-dysentérique C16, un bacté- 
riophage para-typhique B, le. bactériophage. staphylococcique Twort. 
Les figures (1) et (2) de la pl. M11 sont les reproductions photographiques 
de limage électronique directe d’un champ d’une préparation de-bac- 
tériophages du B. subtilis ; le cercle dentelé représente le diaphragme de 
l’image intermédiaire grossi par la lentille de projection. La téte de ce 
baclériophage est légérement ovoide, elle posstde une queue, qui -peut 
_€tre ondulée et dont l’extrémité semble renflée ; cette queue, a un: dia- 
métre du méme ordre que les cils du:B. subtilis qui traversent le champ. 
De plus, en de nombreux, points, des - préparations . on’ apercoit assez 
_fréquemment des bactériophages dont, la téte apparait trés claire .avec 
ou sans partie condensée. (Sur la figure (1) et (2),la partie, condensée 
_est_centrale, sur la figure (6) les tétes ont,un aspect clair). Le grossisse- 
ment linéaire étant de 30.000 : 1 donne pour taille moyenne .de ce 
bactériophage sur le premier cliché .75 x.70 my, et sur le second beau- 
_coup plus posé 85 x 75, c’est-a-dire que ja, valeur moyenne. la plus. pro- 
bable de la téte est de 80x 70 my,, la queue ayant 200 my, de long environ 
et 10 my, d’épaisseur. ae 

_Les figures 3 et 4 reproduisent l'image d’une préparation. de bacté- 
riophages coli-dysentériques C16 & 30.000 :1 et 28.000 1. Le premier 
cliché représente deux bactériophages au voisinage’ d’un débris de 
bactérie avec une orientation qui parait traduire une attraction de la 
téte vers le résidu bactérien, cette -téte est bipolaire’ et a une ' structure 
ag la -queue, est. plus. courte que: celle du bactériophage 

. SUODTLLIS. : : ‘ 


La taille de ce bactériophage serait en moyenne 70 x 65 my, et 
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150 my, pour la queue. La figure 5 reproduit une préparation d’un 
bactériophage paratyphique B, le grossissement est 29.000:1. On voit 
deux bactériophages, leur aspect est différent des précédents et leur 
forme est grossitrement triangulaire. La taille de ce bactériophage 
est 70 x 50 my, et 150 my. 

Enfin la figure 6 représente le bactériophage staphylococcique Twort, 
son grossissement est seulement 20.000 : 1 car la membrane trop épaisse 
rend image pas assez lumineuse. Elle parait moins nette mais on 
reconnait cependant un amas de bactériophages ; l'un de ces phages 
offre une image trés nette mais les autres semblent vidés de la matiére 
diffractant le rayonnement électronique, la téte prend de ce fait un 
aspect annulaire. La disposition de l’amas est particuliérement inté- 
ressant, les bactériophages ont tous la téte dirigée vers 1’extérieur, 
cette disposition se retrouvant souvent sur les préparations. La taille 
déduite de cette image serait en moyenne 55 my, pour la téte qui est 
ronde et 120 my, pour la queue. 

Le tableau suivant résume les tailles trouvées pour les quatre bac- 
tériophages étudiés en comparaison avec celles qui avaient été déter- 
minées auparavant par diverses méthodes. 


a 
jo) 
DIMENSIONS EN Mu. BS oe F S 
z a ee = 5 
BACTERIOPRAGES Bis & es Ze IRRADIATION 
S rm: Sue 
de de Bo ie ie <a 
la téte | la queue a SI 
o 
Berswotitiss a). \'80' >< 101) | 200 15 69 (1) |50-75 (2) |Un peu plus grand avec 
le G46 rayons X (4). 
CG ert = S1705¢68' |) 14150 65 | 37 (1) {80-75 (3) | 60 rayons @ (3). 
Paratyph. B . .}70 X50] 450 60 
aE WWOT bey, se tet io Re 55 120 55 50-75 (3) 


(1) P. Lépine, P. Nicoile et J. Giuntini, ces Annales, 1942, 68, 503. 

(2) M. Rouyer, A. Guelin et P. Grabar, ces Annales, 1942, 68, 482. 

(3) P. Grabar et M. Rouyer, C. R. Soc. Biol 1911, 135, 9:'4. 

(4) B. Wollman et A. Lacassagne, ces Annales, 1940. 64, 5. 

(5) F. Holweck, S. Luria et E. Wollman, C. R. Acad. Sc., 1940, 210, 639. 


Ce tableau nous montre que les tailles tirées des clichés sont du 
méme ordre de grandeur que celles déduites au moyen de méthodes 
indirectes (ultracentrifugation, ultrafiltration, radio-sensibilité) et nous 
autorise A conclure que les images obtenues par nous pour les quatre 
bactériophages étudiés, qui différent assez peu de celles qui ont été 
publiées antérieurement pour d’autres bactériophages, nous confirment 
leur morphologie particulitre avec une structure complexe et variable 
suivant le bactériophage. 
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APPLICATION DE({LA METHODE DES OMBRES PORTEES 
PAR METALLISATION 
A L'ETUDE DES BACTERIOPHAGES 
AU MICROSCOPE ELECTRONIQUE 


par P. LEPINE, J. GIUNTINI, 0. CROISSANT et P. NICOLLE. 


Les études sur la morphologie des virus en général, et des bactério- 
phages en particulier, sont destinées 4 bénéficier d’une technique 
de préparation des objets pour la microscopie électronique qui a fait 
depuis peu son apparition. Nous voulons parler de la technique de 
métallisation ou des ombres portées (shadow casting) due a Williams 
et Wyckoff (1), dont les résultats sont extrémement prometteurs. 

Primitivement congue pour faire apparaitre au moyen de particules 
métalliques projetées sous un angle aigu les reliefs d’empreintes trans- 
parentes de surfaces opaques, en polystyréne ou en résine synthétique 
(méthode de Schaefer et Harker [2]), spécialement en métallographie, 
cette technique a été essayée avec succés sur les objets microscopiques 
eux-mémes, lorsque ceux-ci sont perméables aux électrons. Elle consiste 
dans son principe a placer l’objet 4 examiner, monté comme & |’ordi- 
naire sur une membrane-support en collodion ou en résine synthé- 
tique, 4 l’intérieur d’une enceinte ot l’on fait régner un vide trés 
poussé. Lorsque ce dernier atteint un degré suffisant, on métallise 
la préparation en portant a l’incandescence, au moyen d’un courant 
approprié, un fil de tungsténe placé dans l’enceinte vidée, sur lequel 
on a disposé un petit cavalier de métal fusible. En choisissant conve- 
nablement le métal (pratiquement le chrome ou mieux l’or) et l’angle 
de projection (de 5° a 12°), la projection, rectiligne 4 partir de la 
source, de particules métalliques suffisamment fines pour échapper 
au pouvoir séparateur du microscope électronique, réalise une ombre 
négative des objets sur la portion de ceux-ci ou de la membrane- 
support que leur orientation met a l’abri de la trajectoire, alors que 
les parties exposées au rayonnement se recouvrent d’un dépét opaque. 
ll en résulte que lors de la prise ultérieure du cliché électronique, 
les parties métallisées interceptent ou diffractent les électrons alors 
que les parties placées &4 l’ombre de la projection métallique laissent 
aisément traverser ceux-ci. L’image finale obtenue sur la plaque 
(négatif photographique) a l’aspect d’un cliché diapositif donnant une 
saisissante sensation de relief, image 4 partir de laquelle i] est possible 
de préparer des contretypes par contact et des épreuves sur papier 
donnant les mémes images fortement ombrées. 

Les premiéres applications 4 l’étude des bactériophages des ombres 


(1) R. C, Witurams et R. W. G. Wycxorr, J. applied Physics, 1944, 45, 


712 ; ibid, 1946, 47, 23; id., Proc. Soc. exp. Biol. a. Med., 1945, 58, 265 - 
ibid., 1945, 59, 267. 


(2) V. J. Scuarrer et D. Harner, J. applied Physics, 1942, 43, 427, 
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portées par métallisation, sont dues 4 Sharp, Taylor, Hook et Beard (3) 
qui en ont publié une image trés réussie. 

A la 5° Conférence du microscope électronique & Oxford (17-18 sep- 
tembre 1946), W. J. Elford a exposé un bel agrandissement d’une 
photographie de bactériophages staphylococciques obtenue par le méme 
procédé. 

Nous pensons intéressant, a l’occasion de nos recherches sur le bac- 
tériophage, de vous montrer quelques applications d’une technique 
nouvelle mettant en évidence a la fois l’effet de relief obtenu, la 
précision de la définition des images et les applications possibles aux 
détails d’une étude morphologique. Nous insisterons surtout — notre 
précédente communication ayant montré la morphologie normale de 
certains bactériophages — sur quelques-unes des altérations ou des 
formes atypiques que l’on peut observer sur différentes préparations. 

Les clichés 8 4 11 ont tous été exécutés avec le microscope électro- 
statique C. S. F. de construction francaise (4) du Service des Virus 
de |’Institut Pasteur, opérant sous tension de 40 kilovolts. Le grossis- 
sement électronique est de 1 x 7.500 porté par agrandissement optique 
a 1 x 30.000. 

La figure 7 (pl. IV) montre dans le cas du bactériophage du B. subtilis 
Ja présence de formations sphériques que 1’on observe au sein des cul- 
tures lysées ; ces corpuscules paraissent étre, d’aprés leur taille, des 
tétes de bactériophages privées de leur appendice. 

La figure 8, dont le détail du grain de la membrane-support est 
particuliérement apparent, montre, issue d’un amas amorphe, comme 
on en rencontre beaucoup, la téte d’un bactériophage muni de son 
appendice reconnaissable. 

La figure 9 présente le culot de sédimentation d’une suspension de 
bactériophage recueilli aprés centrifugation 4 grande vitesse. On dis- 
tingue, 4 cdté de bactériophages normalement et complétement cons- 
titués avec une téte et un appendice, de nombreux éléments épars 
montrant qu’il y a eu rupture des éléments normaux. 

La figure 10 montre le méme bactériophage subtilis, photographié 
en lumiére électronique selon la méthode ordinaire, qui permet de 
comparer les aspects obtenus et le degré de définition pour un méme 
objet avec ou sans le contraste déterminé par la méthode des ombres 
portées. 

La figuure 11 présente un bactériophage Twort concentré par ultra- 
centrifugation 4 grande vitesse. La encore on remarque, a cété de 
rares éléments restés intacts, des fragments épars d’appendices ou de 
tétes. Parmi ces derniéres, un bon nombre présentent une dépression 
centrale leur donnant un aspect annulaire comme si elles avaient été 
vidées de leur contenu. 

Il est difficile de dire quelle est la part qui revient 4 la dessiccation 
et celle qui revient 4 la centrifugation dans les lésions ainsi créées, 
mais nous pensons que c’est essentiellement la sédimentation brutale 
qui a dissocié les éléments de cette fagon. 

Du point de vue de la morphologie pure on peut remarquer que 


(3) D. G. Swarr, A. H. Tayror, A. E. Hoox et J. W. Bearp, Proc. Soc. 
exp. Biol. a Med., 1946, 64, 259. 
(4) P. Litpine, Bull. Acad. Méd., 1945, 129, 653. 
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les queues du bactériophage apparaissent aprés métallisation sous 
forme rectiligne ou légérement incurvée, et généralement moins 
flexueuse que sur certains des clichés pris suivant la méthode directe 
ordinaire. Il y a aussi lieu de remarquer, et cette remarque est valable 
quelle que soit la méthode d’examen hypermicroscopique employée, 
qu’un bactériophage donné présente, habituellement, une trés grande 
constance de taille (longueur de l’appendice, rapport de la téte et de 
la queue, diamétre de la téte, etc.) et que l’on ne peut déceler la dis- 
tribution de tailles qui correspondrait normalement 4 un organisme 
subissant une croissance et présentant des formes « jeunes » a cdté 
de formes « adultes ». 

Il semble donc que le bactériophage ait atteint son état morpho- 
logique définitif dés le moment de sa libération a partir de la bactérie 
ee 


ysée. 
(Umstitut Pasteur.) 


Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans les Annales 
de VInstitut Pasteur : 


Irradiation ultraviolette de bactériophages en cours de mul- 
tiplication intracellulaire, par R. Lararser et S. Luria. 


Caractéres des cultures secondaires obtenues par l’action du 
bactériophage sur le bacille de la peste, par G. Grrarp. 


Action du pH sur les bactériophages C 16 et S 13, par R. Wann 
et M™° Brum-EMERIQUE. 


La bactériophagie en milieux liquides pauvres, par P. NicoLue 
et P. Ducrest. 


ERRATUM. 


Avril 1947 : note Lasfargues et Delaunay, pp. 405 et 406. Les figures 


ont été interverties : la fig. de la p. 406 est la fig. 1 ; celle de la p. 405 
est la fig. 2. 


Séance du 9 janvier 1947. 
Présidence de M. GASTINEL. 


NECROLOGIE 


HARRY PLOTZ 


Une note d’agence parue hier dans la presse, nous apporte la triste 
nouvelle de la mort du D* Harry Plotz que les membres de cette Société, 
et nos collégues de 1’Institut Pasteur, n’apprendront pas sans émotion. 
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Citoyen américain, d’ascendance russe, Harry Plotz est né a Patterson 
(U.S. A.) le 17 avril 1890. Aprés des études aux Universités de Dart- 
mouth et de Harvard, Plotz fut trés tot attiré par la bactériologie. Au 
moment de la premiére guerre mondiale, Harry Plotz s’engagea dans 
une mission sanitaire que les Etats-Unis envoyaient en Serbie. C’est 
14 qu’il eut l’occasion de faire ses premiéres recherches sur le typhus 
exanthématique. En 1915, il isolait, avec Olitsky et Baehr une bactérie 
qui, nous le savons aujourd‘hui, n’est pas l’agent causal du typhus, 
mais qui fait partie de celles que l’on rencontre fréquemment associées 
‘ cette infection et que Nicolle a qualifiées de bactéries associées. 

Peu aprés la victoire de 1918-1919, Plotz arrivait A Paris pour y faire 
des recherches d’immunologie dans le Service de Besredka qui avait 
succédé a Metchnikoff. Il ne devait plus quitter l'Institut Pasteur 
jusqu’en 1939. Q’est 1&4 qu’il poursuivit différentes recherches, notam- 
ment sur l’immunité vaccinale, ie culture in vitro du virus de la peste 
aviaire, du virus vaccinal, du typhus exanthématique, sur |’isolement 
du virus de la rougeole et sa transmission au singe Macacus rhesus, 
sur le potentiel d’oxydo-réduction des milieux destinés aux cultures 
cellulaires, etc. Nommé chef de laboratoire 4 |’Institut Pasteur, Plotz 
que des liens d’amitié unissaient 4 Jean Perrin et 4a son entourage 
devait également, par la suite. recevoir et diriger un laboratoire a 
l'Institut de Chimie Physique biologique qu’il conserva jusqu’a la 
guerre. En dehors des notes dans lesquelles il exposait ses travaux, 
Harry Plotz a contribué a la premiére édition du Traité des Ultravirus 
des maladies humaines en y rédigeant le chapitre abondamment docu- 
menté qui est consacré 4 la culture des virus. 

Lors de l’explosion de la seconde guerre mondiale, Harry Plotz était 
aux Etats-Unis en séjour de vacances ; pressentant le tour que pren- 
draient les évenements et la part que son pays assurerait dans la lutte, 
i? demeura aux Etats-Unis. Les scientifiques francais que la guerre y 
avaient surpris et plus encore ceux qui, plus tard, purent y trouver 
refuge, n’oublieront pas l’accueil cordial et l’aide généreuse que Plotz 
leur donna. Alors que la grande République se préparait A entrer dans 
le conflit, Plotz s’engagea dans le corps médical de l’armée américaine. 
Sa compétence en matiére de virus le fit assigner 4 l’Army Medical 
School, 4 Washington, ot il prit la direction de la Division des mala- 
dies rickettsiennes qu’il conserva jusqu’a l’issue du conflit. Sous cette 
direction, des travaux importants sur l’épidémiologie, la prophylaxie 
et la vaccination des différentes fiévres exanthématiques, en particulier 
le typhus et le tsutsugamuchi — ce dernier particulitrement redoutable 
pour les troupes américaines en raison de la lutte dans le Pacifique — 
furent poursuivis avec de brillants résultats qui rendirent un service 
précieux & la cause alliée. Sa fonction amena Harry Plotz a effectuer 
de nombreuses missions sur les différents théAtres d’opérations, notam- 
ment en Afrique du Nord, aprés le débarquement allié, ot il put 
reprendre contact avec les Instituts Pasteurs. Peu aprés la libération, 
nous etimes, 3 Paris, le plaisir de le voir arriver en uniforme de colonel 
de l’armée américaine, et le dernier souvenir que nous garderons de 
Jui restera pour nous associé 4 la joie de la délivrance. 

Il y a prés d’un an, 4 Washington, ot il était retourné, Plotz res- 
sentit les premiéres atteintes du mal qui devait l’emporter Des crises 
séveres d’angine de poitrine le contraignirent 4 un repos prolongé. Mais, 
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progressivement, son état s’améliora ct, vers l’automne, il put retourner 
au laboratoire. Il y a peu de jcurs, une lettre recue de lui disait son 
retour a la santé et l’espoir qu’i! avait de revenir faire un séjour en 
France vers ia fin du printemps. Il a été terrassé par un retour subit 
du mal. 

En rendant hommage au collégue et a l’ami disparu, rappelons 
l'amour profond que Plotz portait 4 notre pays. [Il a été un artisan 
actif et persévérant du rapprochement entre la France et les Etats-Unis, 
principalement sur le terrain scientifique. Dans les années qui précé- 
dérent la guerre, Plotz voyait avec chagrin se développer aux Etats- 
Unis la propagande allemande et il s’employa de son mieux 4a faire 
connaiire la France sous son vrai jour, en diffusant les travaux scien- 
tifiques francais aux Etats-Unis ou en suscitant les voyages de savants. 
Dans le méme esprit il avait créé 4 l'Université de Harvard Ja fonda- 
lion Ella Sachs Plotz, en mémoire de sa jeune femme prématurément 
disparue en 1922, dont de jeunes chercheurs francais ont souvent été 
les bénéficiaires. Avec son ami Patterson il avait créé aux Etats-Unis, 
la Société des Amis de 1’Institut Pasteur. 

Dés le début du conflit il en avait entrevu la gravilé car il connaissait 
l’Allemagne et son degré de préparation. Aussi était-il de ceux qui ne 
doutérent pas un instant que les Etats-Unis auraient & y prendre part 
a un moment donné pour aider du poids de leurs armes a la victoire 
finale dont il fut toujours convaincu. Doté par le Centre Médical de 
VArmée américaine d’un laboratoire remarquablement outillé et de 
moyens de travail puissants, Plotz aurait stirement continué a y 
poursuivre ses recherches, mais son intention était de revenir fréquem- 
ment en France et de renouer des liens d’amitié et d’échange culturel, 
plus que jamais indispensables. 

La mort de Harry Plotz sera profondément ressentie dans nos deux 
pays, et tous ses amis conserveront pieusement son souvenir. 


TECHNIQUE:SIMPLE ET RAPIDE DE DIAGNOSTIC 
DE LA DIPHTERIE PAR CULTURE 


par R. SOHIER et J. MAILLET. 


On aproposé de nombreuses techniques destinées 4 obtenir le déve- 
loppement rapide en culture du bacille diphtérique, & partir de pré- 
levements oro-pharyngés. A l’usage, on constate que la plupart d’entre 
elles ne sont pas toujours aisément utilisables en pratique, du moins 
actuellement, car elles exigent des milieux de culture qui, ou bien 
ont une bréve durée de conservation, méme A la glaciére, ou bien 
comportent des produits difficiles 4 se procurer (tellurite de potasse ou 
sang frais que certains laboratoires n’ont pas toujours la _possibilité 
dobtenir), ou bien, enfin, ne peuvent étre envoyés par poste. Aussi 
avons-nous cherché s’il ne serait pas possible avec des moyens simples 
et un milieu se conservant longtemps & la température ordinaire, 
d’obtenir en quelques heures le développement du bacille diphtérique. 
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La technique que nous proposons repose sur les principes suivants : 

Ensemencement localisé et disposé de telle sorte que le germe se 
trouve & V’abri de l’air, ce qu’on obtient en placant au contact méme 
du milieu et appuyant sur lui au point d’y faire une petite dépres- 
sion, l’écouvillon qui a servi a prélever la fausse membrane ou qui a 
essuyé Vamygdale, s’il n’y a pas d’exsudat (porteurs). 

Milieu porté en quelques minutes 4 87° en le placant au bain-marie 
ou plus simplement dans un vase d’eau mis a l’avance dans une étuve 
ordinaire (cette température ne s’obtient qu’en quatre-vingt-dix a 
cent cinquante minutes dans des tubes disposés sur un portoir). 

Utilisation du milieu de Loeffler (1) [sérum de cheval 2 parties, 
bouillon glacosé 4 2 p. 100, 1 partie, le tout coagulé]. 

L’examen est pratiqué & la quatriéme heure, d’une part en frottant 
deux lames (l’une sera colorée par la méthode de Gram, l’autre au 
bleu acétique vésuvine) avec la partie de l’écouvillon qui est restée au 
contact du milieu, d’autre pari en dissociant dans deux gouttelettes 
d’eau le produit de raclage a i’ése de la petite dépression faite par 
l’écouvillon. Le tube est replacé 4 l’étuve, l’écouvillon pouvant étre 
laissé dans le tube mais plus en contact du milieu soit dans le bassin 
d’eau, soit méme sur un portoir. On peut (mais cela n’est pas indis- 
pensable) réensemencer sur un deuxiéme tube coagulé ordinaire le 
produit d’un deuxiéme raclage de la dépression. Un deuxiéme examen 
est fait quatorze 4 vingt heures aprés. 

Cette technique, utilisée dans 66 cas, a été comparée 44 fois avec 
{a méthode de Manzullo (2) et pour 9 d’entre eux avec celle de Legros. 
Pour tous les patients un ensemencement était pratiqué par la 
méthode classique. 

Nos résultats peuvent étre résumés comme suit : pour 17 angines a 
fausses membranes on a obtenu en quatre heures des bacilles diphté- 
riques nettement identifiables, Jes 11 ensemencés sur Manzullo ont 
donné des bacilles diphtériques ; pour les 9 cultivés sur Legros, 
5 seulement étaient positifs (8). 

Les prélévements faits pour rechercher le portage de germes chez 
49 sujets, ont donné en quatre heures, 38 réponses positives, alors 
que 6 ne |’étaient qu’aprés vingt-quatre heures. Dans 5 cas, il n’y avait 


(1) Pour un certain nombre de recherches nous ufilisons un milieu a 
deux phases, d’une part le milieu coagulé de Loeffler, d’autre part et au 
fond du tube 1 cm? du méme milieu liquide, l’écouvillon étant trempé dans 
ce sérum glucosé liquide avant ou aprés le prélévement. La culture était 
plus abondante mais la flore associée aussi. Nous l’avons abandonné. 

On peut d’ailleurs, mais avec moins de chance de succés, utiliser le 
sérum coagulé classique si lon ne peut préparer le milieu de Loeffler. 
Celui-ci donne une pousse un peu plus rapide, a la troisiéme ou quatriéme 
heure, mais au contréle effectué entre la dix-huititme et vingt-quatriéme 
heure, il se trouve mélé A une flore associée abondante. 

(2) Milieu liquide (bouillon peptoné avec 1 p. 100 de sang défibriné et 
1 p. 100 de solution de tellurite de potasse 4 2 p. 100). [Filia biologica, 
1939, n°s 86-89.] 

(3) Le milieu que nous avions fabriqué selon la technique proposée par 
Legros sous le nom « d’écouvillon-milieu » (Rev. Belge Sci. méd., 1943, 
45, 9), s’est mal conservé, méme 4 la glaciére et était d’emploi difficile 
en été. 
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pas de Corynebacterium par aucune des techniques. Pour les angines 
pseudo-membraneuses, il y a donc concordance entre les résultats de 
Manzullo et de notre technique (qui donnait dans plusieurs cas plus 
de bacilles que Manzuilo). 

Nous nous sommes assurés par l’examen comparé de frottis et de 
cultures rapides qu’il s’agissait 14 d’un développement des Corynebac- 
terium sur le milieu. Sur celui-ci les paquets de bacilles apparaissaient 
tres nets sur un fond débarrassé le plus souvent d’une partie de la 
flore associée qui les masquait sur le frottis. Les grains polaires étaient 
trés nets. 

Les germes étaient trouvés plus abondants entre la dix-huitiéme ¢t 
vingt-quatrisme heure lors du contréle effectué ; sur milieu Loeffler 
iis se trouvaient parfois mélés 4 une flore associée, celle-ci étant beau- 
coup moins importante sur sérum ordinaire (4). 

On peut, comme nous J’avons fait, en employant un tube obturé 
par un bouchon de liége et traversé un peu obliquement par un fil 
daluminium épais portant 4 son extrémité l’écouvillon, effectuer le 
prélévement, placer convenablement 1|’écouvillon au contact du milieu 
et l’y enfoncer légérement, enfin le bloquer dans cette position en 
rabattant la petite extrémité du fil dépassant au dehors du bouchon. 
Le tube ayant été empaqueté et soumis & de nombreux chocs, |’écou- 
villon est resté en place. Il pent étre envoyé par poste (5). 

En résumé. Avec un matériel trés simple et économique, on peut 
cbhtenir en quatre heures, sur tn milieu de culture de conservation 
facile 4 la température du laborutoire, des bacilles diphtériques nette- 
ment identifiables, pour toutes les angines pseudo-membraneuses et 
pour une forte proportion de porteurs de germes. Ce premier examen 
rapide peut étre confirmé ou complété, le cas échéant, 4 la dix-huiti¢me 
ou vingt-quatritéme heure par un nouveau contréle fait A partic du 
tube initial ou si l’on veut du repiquage, ce qui donne, aprés ce délai, 
la méme sécurité que la technique courante. 


(4) Notons que dans les angines de Vincent pour lesquelles le labora- 
toire recoit parfois des prélévements en vue de la recherche de bacilles 
diphtériques, on retrouve aisément A la quatriéme heure sur le frottis fait 
avec lécouvillon des fuso-spirochétes, avantage qui n’existe pas avec les 
autres techniques et celle de Manzullo, en particulier. 

(5) Placés dans le bain d’eau A Jarrivée, les germes peuvent se déve- 
lopper, ainsi que nous l’avons vérifié dans quelques cas. 
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(PRESENCE EN AFRIQUE EQUATORIALE FRANGAISE 
D'UN VIRUS RABIQUE DES RUES D’ORIGINE EQUINE 
NATURELLEMERT RENFORCE 


par J..CECCALDI, P. PAQUIER, E. TRINQUIER, A. PELLISSIER 
et R. VARGUES. 


Nous avons isolé en fin 1945, par inoculation intra-cérébrale au lapin 
d’une émulsion de fragments de cerveau d’un cheval mort suspect de 
rage, un virus des rues A incubation courte se comportant chez le 
lapin comme un virus renforcé. Les circonstances de l’isolement de ce 
virus et de son étude font l’objet de ce travail. 


Osservation. — Le cheval dont ii s’agit, mis au paturage le 2 décembre 
1943 au matin, ne présente aucun symptOme apparent de maladie; a 
8 heures, il est irrité, sursaute, fait des écarts, mord ses antérieurs ; 
a 15 heures, calme relatif ; ceil est inquiet, des traces de morsures existent 
4 la partie antéro-inférieure des avant-bras, salivation anormale. Puis 
des périodes de calme et dexcitation alternent, l’animal continuant 
a mordre ses antérieurs sans to.itefois détacher des lambeaux de peau. 

A 17 heures, en essayant de l’attacher pour mieux ]’examiner on le fait 
tomber ; le cheval ne se relévera pas et A partir de ce moment il ne cher- 
chera plus A mordre. Sa respiration est accélérée, il agite simplement les 
membres et reléve la téte. Il meurt a 19 heures, douze heurés énviron 
aprés Vapparition ds premiers -ymptomes. 

Le diagnostic de rage probable étant posé, Vencéphale du cheval est 
prélevé le 3 décembre 1943 et des fragments mis dans une solution for- 
molée sont adressés aux fins d’examen histo-pathologique, 4 M. le. pro- 
fesseur Sergent, directeur de l'Institut Pasteur d’Alger, auquel nous renou- 
velons notre vive gratitude pour l’aide qu/il voulut bien nous accorder. 

Le résultat de cet examen en date du 24 mai 1944 s’établit ainsi: n° H5, 
substance cérébrale cheval Dar. (recherche des corpuscules de Negri). 
« Présence de corpuscules de Negri trés rares et trés fins dans quelques 
neurones du fragment de substance cérébrale examiné ». 


D’autres fragments maintenus vingt-quatre heures dans la glycérine 
au frigidaire, servirent a l’inoculation intracérébrale d’un lapin et 
permirent l’isolement d’un virus dont 24 passages successifs avaient 
été réalisés chez cet animal a la date du 2 septembre 1946. 

Ce virus a tué le lapin, a l’isolement, au cinquiéme jour (lapin 
n° 1424 inoculé a partir de fragments d’encéphale conservés vingt- 
quatre heures dans les conditions habituelles) et au diziéme jour 
(lapin 1427 infecté avec le m3me matériel conservé cing jours). Lors 
du premier passage de lapin a lapin, la mort est survenue au huitiéme 
jour, puis au septitme jour au second passage et le sixitme jour au 
troisiéme. 

Les temps moyens observés sur l’ensemble des 24 passages réalisés 
chez cet animal avec du matériel virulent dont les temps limites de 
conservation dans la glycérine, au frigidaire, ont varié entre cing jours 
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et quatre-vingt-six jours s’établissent ainsi : paralysie du lapin en 
7 jours 04 et mort en 7 jours 75. 


Transmission au cobaye. — Deux cobayes ont été inoculés ; Pun par voie 
intracérébrale meurt en neuf jours, autre par voie intramusculaire est 
mort en douze jours. 

Transmission au chien. — Deux chiens de race locale ont été inoculés 
avec une émulsion préparée A partir du cerveau du lapin n° 1600 qui 
séjournait dans la glycérine a Ja glaciére depuis trente-cing jours. Les 
résultats de ces inoculaltions ont été les suivants : 

Cuien n° 1: inoculé le 6 janvier 1945 par voie intracérébrale avec 
0.3 em’ d@émulsion virulente. Le 12 janvier 1945 : excitation ; paralysé le 
neuviéme jour de inoculation, sacrifié le 15 janvier. 

Ce chien ne s’était jamais montré agressif et avait présenté une rage 
a forme paralytique. 

Cuien n° 2: inoculé le 6 janvier 1945 par voie sous-cutanée au niveau 
des muscles de la cuisse gauche avec 1 cm? de l’émulsion précédente ; 
cet animal était encore vivant le 2 mai 1945. 

Transmission a la souris. — 1° Inoculation a la base de la queue: Deux 
souris appartenant au lot 3030 sont inoculées le 15 aott 1944 avec 0,2 cm? 
d’émulsion virulente; lune est paralysée le dixiéme jour et meurt le 
douziéme ; l’autre résiste. 

2° Inoculation par voie intracérébrale: Parmi les 8 souris appartenant 
aux lots 3057 et 3100, inoculées par cette voie les 19 septembre et 
25 novembre 1944 ainsi que le 6 janvier 1945, 6 meurent les septiéme, 
huitiéme, neuviéme et onziéme jour de leur inoculation; deux résistent. 

3° Inoculation par voie intra-oculaire: 4 souris appartenant au lot 3121 
et inoculées le 26 janvier 1945 par voie intra-oculaire avec une émulsion 
virulente préparée a partir du cerveau de lapin n° 1613 conservé dans la 
glycérine au frigidaire pendant quatorze jours donnent: deux morts au 
douziéme jour, une au quinziéme, lautre résiste. 

Epreuves dimmunité croisée. — Dans une premiére série d’expériences 
les lapins vaccinés 4 l’aide du virus fixe Paris ont été éprouvés avec le 
virus cheval Dar. N’ayant pu obtenir linfection du lapin témoin par son 
inoculation au niveau de la chambre antérieure de l’ceil, avec le virus 
fixe Paris, nos expériences de contre-épreuve ont di se poursuivre avec 
le virus fixe de Brazzaville qui est le virus jeune chien isolé ici méme en 
1932, identifié au virus fixe de Paris en 1933 et entretenu depuis paralle- 
lement a celui-ci. 

Lapins vaccinés virus fize Paris éprouvés avee le virus cheval Dar. — 
a) Les lapins 1488 et 1489 recoivent les let, 3 et 5 avril 1944, respecti- 
vement, par voie sous-cutanée, 50 cm? d'une émulsion des cerveaux de 
lapins n° 148], 1483 et 1484, morts de rage A virus fixe; ces cerveaux 
avaient séjourné vingt-cing, vingt et quinze heures dans Véther. 

Le 16 mai 1944, ces deux lapins sont éprouvés avec le virus Dar. dont 
ils recoivent quelques gouttes dans la chambre antérieure de l’ceil (émul- 
sion cerveau de lapin n° 1501 censervé neuf jours dans la glycérine au 
frigidaire). 

Les lapins 1488 et 1489 observés pendant plus de trois mois n’ont rien 
présenté. 

b) Le lapin 1506 (témoin virus Dar.) recoit le méme jour dans la chambre 
antérieure de l’ceil quelques gouttes de l’émulsion virulente qui a_ servi 
a éprouver les lapins 1488 et 1489. Ce lapin meurt paralysé le 29 mai au 
quatorziéme jour de son inoculation. 

Lapin vaceiné virus cheval Dar. éprouvé avec le virus fize Brazzaville 
(virus jeune chien), — a) Le lapin 1557 recoit les 29 et 31 aott et le 2 sep- 
tembre 1944, par voie sous-cutanée, 50 cm? dune émulsion des cerveaux 
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des lapins n°s 1548 et 1550, morts & la suite de leur inoculation avec le 
virus Dar. (les cerveaux des lapins n°s 1548 et 1550 conservés pendant 
neuf jours dans la glycérine, au frigidaire, avaient séjourné au préalable 
vingt-cing, vingt et quinze heures dans léther). 

Le 19 octobre 1944, le lapin 1557 est éprouvé vis-a-vis du virus fixe 
Brazzaville et regoit dans la chambre antérieure de l’ceil quelques gouttes 
dune émulsion virulente préparée a partir du cerveau 1575 conservé 
vingt-quatre heures dans la glycérine au frigidaire: ce lapin, observé pen- 
dant plus de trois mois, n’a rien présenté. 

b) Le lapin 1579 (témoin virus fixe Brazzaville) recoit le méme jour, 
le 19 octobre 1944, dans la chambre antérieure de lceil, quelques gouttes 
de ’émulsion dont on s’est servi pour inoculer le lapin 1557. Le lapin 1579 
sera paralysé et sacrifié le 8 novembre 1944, au vingtiéme jour de son ino- 
culation. 


ConcLusions. — Nous avons isolé pour la premiére fois en Afrique 
Equatoriale francaise un virus d’origine équine, dont la nature rabique 
est démontree par le comportement des animaux inoculés, les résultats 
de lVexamen histo-pathologique pratiqué sur un fragment de tissu 
virulent et par les épreuves d’immunité croisée auxquelles nous avons 
procédé avec un virus rabique authentique. 

Ce virus a tué le lapin 4 l’isolement dans des délais relativement 
courts et s’est comporté d’emblée chez cet animal comme un virus 
fixe : nous sommes ainsi autorisés 4 le ranger parmi les virus naturel- 
ment renforcés. 

Dans une note antérieure nous avons apporté la preuve de l’existence 
de la rage humaine en Afrique Equatoriale francaise ; le cas qui nous 
occupe témoigne également d’une agressivité actuelle, accrue, du virus 
rabique dans notre colonie équatoriale. Il milite pour une application 
locale, encore plus rigoureuse, des mesures de police vétérinaire et 
des indications prophylactiques déja recommandées. 

La virulence élevée de la souche rabique que nous venons d’isoler 
vient aussi confirmer, 4 plus de quinze ans d’intervalle, l’opinion que 
Remlinger émettait déja en 1928 quand il disait : « Notre opinion est 
que le virus rabique et la rage elle-méme, se comportent dans les pays 
tropicaux d’une facon trés analogue a celle dont ils se comportent en 
Europe. » 


(Institut Pasteur de Brazzaville el Inspection de VElevage en A. E. F.) 


PURIFICATION BIOLOGIQUE DE LA LYMPHE VACCINALE 
PAR LA PENICILLINE 


par Epovarv MORIN et Hector TURCOTTE. 


La lymphe vaccinale a la récolte est toujours mélangée & de nom- 
breux microbes, dont plusieurs sont pathogénes : staphylocoques, 
streptocoques hémolytiques, bacilles du tétanos et de la gangrene 
gazeuse. Il est donc nécessaire de la purifier. Nous avons utilisé pour 
cela l’action antibiotique de la pénicilline. 
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L’échantillon de lymphe vaccinale sur lequel nous avons fait nos 
premiers essais contenait 150.000 bactéries par centimétre cube 
Staphylococcus albus, Staphylococcus aureus, Streptococcus viridans, 
Streptococcus faecalis, Diplococeus pneumonie, W. perfringens, Cl. fal- 
lax et des bacilles Gram-négatifs Les souches de W. perfringens ainsi 
isolées tuaient le cobaye a la dose de 0,1 cm® en vingt-huit heures, ce 
qui motivait le rejet de ce vaccin (réglement du Ministére de la Santé 
d'Ottawa). 

A. — Ce lot de vaccine (800 cm) fut traité par 130.000 unités de 
pénicilline, soit 433 U. par centimétre cube, par homogénéisation au 
malaxeur électrique (Waring Blendor), pendant dix minutes, puis 
placé a la glaciére 4 — 5° C pendant trois jours. 

B. — Aprés ce délai, le contrdéle fut pratiqué en ensemencant 15 tubes 
Smith de bouillon au thioglycollate additionné de fragments de viande 
avec 1 cm® de lymphe vaccinale pénicillinée. Aprés seize jours d’étuve 
a 87°, tous les tubes restérent stériles. Sur les 5 cobayes inoculés avec 
ces bouillons, 4 ne présentérent aucun symptdme, le cinquiéme mou- 
rut d’une pneumococcie intercurrente. 

C. — Le méme contréle fut recommencé deux mois plus tard sur 
25 tubes : 20 restérent stériles: 5 donnérent une culture gazeuse ; 
Tube I : petit bacille fin Gram négatif. Tube II : bacille trés poly- 
morphe avec condensation protoplasmique, certains éléments prenant 
faiblement le Gram, d’autres non. Tubes III et IV : gros batonnet 
Gram positif morphologiquement semblable 4 W. perfringens, non 
pathogéne pour le cobaye. Ces 4 souches n’ont pas pu étre entretenues 
en culture. Tube V : B. subtilis. 

D. — Le méme contréle fut & nouveau pratiqué un mois aprés 
sur 20 tubes, dont 18 restérent stériles et 2 donnérent des cultures 
(B. subtilis dans l’un, B. Gram-négatif dans 1l’autre). 

E. — Méme contréle aprés sepi mois, sur 10 tubes, dont 5 restérent 
stériles et 5 donnérent une culture pure de W. perfringens non patho- 
gene. 

La persistance de cet anaérobie sporulé posait une série de pro- 
blémes : 1° la quantité de pénicilline utilisée est-elle suffisante ? 
2° la diminution progressive du pouvoir antibiotique de la pénicilline 
est-elle due 4 la pénicilline elle-méme ou aux constituants de la lymphe 
vaccinale ? 3° la germination Ces spores implique-t-elle un seuil défini 
de pénicilline > 4 expériences réalisées montrérent que : 

1° L’addition supplémentaire de 100.00 unités de pénicilline A la 
lymphe déja traitée la stérilise complétement et définitivement. 

2° Des titrages de pénicilline, pratiqués dans la lymphe vaccinale 
4 intervalles réguliers, démontrérent une perte de 30 unités par centi- 
métre cube chaque semaine, soit 15 p. 100. Or, si on ajoute de la péni- 
cilline 4 la solution glycérinée simple, on observe exactement le méme 
taux de destruction. C’est donc la glycérine gui détruit la pénicilline 
dans la lymphe et il faut remédier A cet inconvénient en ajoutant a 
cette solution un tampon phosphaté. 

3° La détermination du seuil de pénicilline nécessaire pour la stéri- 
lisation compléte et définitive de la lymphe a montré que le taux 
minimum doit étre de 56 unités par centimetre cube. La lymphe ainsi 
traitée non seulement est stérile, mais peut recevoir 0,5 cm* d’une 
culture trés pathogtne de W. perfringens sans perdre cette stérilité, 
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ce qui ne se produit pas si on se tient au-dessous de ce seuil de 56 U. 
Dans ce dernier cas, les ensemencements de contrdle donnent des 
cultures de W. perfringens, mais celles-ci ont perdu tout pouvoir 
pathogéne. 

Si on détruit la pénicilline ajoutée A la lymphe, par exemple en pla- 
cant celle-ci 4 37° pendant sept jours, les spores de W. perfringens 
et de Cl. failar récupérent leur pouvoir germinatif, mais les subcul- 
tures sont avirulentes. Si une lymphe pénicillinée est ensuite débar- 
rassée par la chaleur de sa pénicilline, son inoculation A raison de 
0,5 cm* par cobaye ne provoque aucune lésion ni aucun signe patho- 
logique. Done les formes végétatives des bactéries sont détruites par 
la pénicilline ; les spores résistent mais donnent des cultures-filles 
avirulentes, fait comparable 4 celui que Pasteur a obtenu avec la 
bactéridie charbonneuse exposée a 42° 5. 

Cependant, ces souches avirulentes de W. perfringens peuvent, 
aprés repiquage sur gélose au sang et sur bouillon au thioglycollate, 
récupérer leur pouvoir pathogéne, fait comparable a celui que Pasteur 
a observé en passant le B. du charbon sur cobaye de quatre a cinq jours, 
ce qui lui restitue sa virulence premiére. 

La question de savoir si les cultures-filles se multiplient par scissi- 
parité ou par sporulation fera l’ubjet d’une communication ultérieure. 

Contréle de la virulence du virus vaccinal. La lymphe pénicillinée, 
éprouvée sur lapin, se montre active jusqu’au 1/5.000. Employée sur 
35 enfants de la créche, elle a donné des réactions vaccinales parfaites. 
Le D? de Varennes a observé de plus que les réactions inflammatoires 
sont moins intenses que par ia lymphe non traitée. 


Conctusions. — 1° La pénicilline ajoutée a la lymphe vaccinale 
exerce son pouvoir antibiotique sur la plupart des bactéries commen- 
sales. 

2° Il est nécessaire de maintenir un seuil minimum de pénicilline 
(56 unités au centimétre cube) pour empécher Ja germination des 
spores des anaérobies de la lymphe (W. perfringens et Cl. fallax). 

8° Les anaérobies sporulés traités par la pénicilline perdent leur 
pouvoir pathogéne. 

4° La pénicilline n’a aucune action sur le virus de la vaccine. 

5° Les enfants vaccinés par !1 lymphe pénicillinée présentent une 
réaction inflammatoire moins violente qu’avec le virus ordinaire. 

6° Cette technique permet d’utiliser des lymphes trés polluées aprés 
traitement de quelques jours par un taux de pénicilline au moins 
égal au seuil défini. 


(Laboratoire de Bactériologie de l’Université-Laval, Québec, Canada.) 
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ETUDE D’UN NOUVEL ANAEROBIE : 
RAMIBACTERIUM DENTIUM 


par R. VINZENT et V. REYNES. 


Dans le pus provenant d’un phlegmon du maxillaire d’origine den- 
taire, nous avons isolé une souche anaérobie ressemblant beaucoup 
a Ramibacterium ramosum. L’étude compléte de cette souche nous a 
montré qu’elle appartenait en réalité & une espéce nouvelle dont voici 
la description : 

Morphologie : Batonnets droits et fins de dimensions trés voisines 
de celles de R. ramosum, disposés en courtes chaines et surtout en 
amas de 5 4 10 éléments formant de V, des Y et des caractéres chinois, 
avec pseudo-ramifications, Ces baétonnets sont immobiles et ne possédent 
ni capsules, ni spores. Ils sont Gram-positifs. Homogénes dans les 
cultures jeunes, ils prennent dans les cultures agées un aspect gra- 
nuleux. 

Physiologie : Anaérobie stricte, cette bactérie croit 4 35-37°. A 26° 
les cultures sont beaucoup plus discrétes. Thermorésistance nulle : elle 
ne résiste pas 4 un chauffage de quinze minutes a 65°. Sa longévité 
maxima est de un mois. Son pouvoir réducteur est élevé : elle réduit la 
phénosafranine et le rouge neutre irréversiblement et la safranine par- 
tiellement. 

Caractéres culturaug : Les cultures sont légérement gazogénes, mais 
non fétides. En gélose profonde, colonies punctiformes, 4 développe- 
ment lent, pouvant atteindre un diamétre de 0,3 mm. environ et pré- 
senter alors un aspect ouaté. En eau peptonée, culture trés pauvre. 
En bouillon V. F. glucosé, culture en fins grumeaux avec dépét blanc. 
En gélatine la culture est trés abondante, avec gaz, sans liquéfaction 
du milieu. Le lait n’est pas coagulé, les protéines coagulées ne sont 
pas atlaquées. Glucose, lévulose et mannite sont fermentés avec déga- 
gement de gaz; les autres sucres, lactose, maltose, glycérine, sorbite 
et amidon ne sont pas fermentés. Les nitrates ne sont pas réduits en 
nitrites. 

Caractéres biochimiques : Dans les cultures on décéle de 1l’indol, 
mais ni scatol, ni SH,. En bouillon V. F. glucosé 4 1 p. 100 il se 
produit 0,18 g. de NH, pour 100 cm* de culture. L’acidité volatile est 
élevée et consiste en un mélange d’acides valérianique et butyrique 
dans la porportion de 2 a 3 pour 1 et des traces probables d’acide 
caproique. Ni acide lactique, ni acide succinique. On ne décéle d’autre 
part ni amines volatiles, ni aldéhydes, ni alcool, ni cétones, ni phénol, 
ni crésol. Présence d’acétyl-méthyl-carbinol, en quantité importante. 

Pouvoir pathogéne : L’injection intramusculaire au cobaye de 2 cm? 
de culture ne provoque aucun trouble apparent. Les cultures ne 
contiennent pas d’hémolysine. 

Position dans la systématique : L’espéce que nous venons de décrire 
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se classe par sa morphologie dans le genre Ramibactertum Prévot (1). 
Elle se différencie du R. ramosum par la présence d’indol dans les 
cultures, son absence d’action sur le lait, son faible pouvoir saccharo- 
iytique, et son type fermentaire (acides butyrique et valérianique au 
lieu de formique et acétique). Elle se différencie également des autres 
espéces du genre par un ensemble de caractéres que l’on peut résumer 
dans le tableau suivant : 


4 a 
ens a 
I =O ) 
8 E | 8)28| & 
& < A See ~ TYPE FERMENTAIRE 
= fos moet oO 
Oo p 
I > 
S ES 
R. ramosum.. . .|Fermenté.| Coagulé 0 0 |+++) Réduit.|Formo-acétique. 
443 jours. 
R. ramosoides . . .|Fermenté.| Coagulé 0 + 0 | Réduit. |Acéto-propionique. 
8 jours. 
R. pseudo-ramosum.| Fermenté | Coagulé | + + 0 | Réduit. |Formo-valéro-lactique. 
faiblement. | trés lentement. 
R. alactolyticum. . Non Non Traces. | Traces.} 9 ++ Non /Acéto-butyro-lactique. 
fermenté. | coagulé. réduit. 
R. pleuriticum. . . Non Non Traces. | 0 0 | Réduit. |Acéto-valéro-lactique. 
fermenté.| coagulé. 
RE CGentium = . = » Non Non 0 aa + |Réduit. |Butyro-valérianique. 
fermenté.} coagulé. 


Il s’agit donc bien d’une esptce nouvelle pour laquelle nous propo- 
sons le nom de Ramibacterium dentium. 


Unstitut Pasteur et Laboratoire des Hospices du Havre.) 


SUBSTANCES ANTIBIOTIQUES ELABOREES 
PAR CERTAINS CHAMPIGNONS SUPERIEURS 


par R. SEIGNEURIN et A. ROUX. 


Dans cette courte note, nous désirons simplement exposer les 
recherches systématiques que nous avons entreprises sur divers cham- 
pignons supérieurs, comestibles ou non, en vue de la recherche de leur 
pouvoir antibiotique a l’égard de certains germes pathogénes. Aprés 
avoir ainsi eu l’occasion de vérifier l’activité bactériostatique impor- 
tante de Clitocybe candida duquel Hollande a extrait la clitocybine, 
nous avons découvert dans le 7richolome georgii une substance anti- 
biotique qu’il nous a paru intéressant de signaler. 


(1) A.-R. Prévot, Manuel de Classification des Anaérobies. 1 vol. Masson, 
édit. Paris, 1940. 
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Protocole expérimental. Nous avons conduit l’expérimentation de la 
facon suivante : une macération aqueuse de champignon (soit frais : 
parties égales champignons et eau, soit secs : 20 p. 100 en poids) est 
exprimée et filtrée, aprés un séjour de vingt-quatre heures a la glaciére ; 
ies filtrats sont évaporés A 87°, et les extraits recueillis et conservés 4 
l’abri de la chaleur. Leurs propriétés bactériostatiques vis-a-vis du Sta- 
phylococcus aureus et du B. d’Eberth sont mises en évidence en ense- 
mencant uniformément des boittes de Petri respectivement avec chacun 
de ces germes, et en déposant a leur surface un fragment des extraits 4 
étudier, sous forme d’une dse de 2 mm. de diamétre. Aprés un séjour 
de quarante-huit heures a l’étuve 4 37°, on note le diamétre des cercles 
d'inhibition des cultures. Dans quelques cas, nous avons aussi essayé 
des extraits & l’éther-acétone ou au chloroforme, neutralisés. 

A titre comparatif, les zones d’inhibition fournies dans des conditions 
identiques (méme Ose) par une solution de pénicilline titrant 
12.500 unités Oxford par centimétre cube, sont de 40 mm. pour le 
staphylocoque étudié et de 27 mm. pour le méme bacille d’Eberth. Le 
Tricholome georgii apparatt donc comme trois fois moins actif, et le 
Clitocybe candida deux fois moins actif (celui-ci en ce qui concerne 
son action sur le staphylocoque seulement). Mais si ]’on considére que 
les extraits aqueux bruts que nous avons préparés n’ont pas la haute 
activité d’un produit thérapeutique purifié, on conviendra que ces 
résultats ont cependant quelque intérét. 


(Hépitaux civils de Grenoble.) 


A PROPOS DE « CENTIMETRE CUBE OU MILLILITRE » 
par Maurice WELSCH. 


Dans une note parue dans ces Annales (1), M. P. Lépine a discuté les 
mérites respectifs des symboles c. c., cmc., cm? et ml. ; il a souhaité 
que dans un but de clarté scientifique un seul et méme symbole soit 
employé dans tous les pays ot: existent des sociétés affiliées & la Société 
Internationale de Microbiologie. 

Répondant a ce veeu, la Société frangaise de Microbiologie a chargé 
une Commission de lui faire un rapport sur la question. Ce rapport, 
présenté par M. A.-R. Prévot (2), conclut, a trés juste titre, que l’unité 
C. G. S. de volume, dérivée de \’unité de longueur, le cm, est le centi- 
métre cube. Le millilitre, unité proposée par les chercheurs américains, 
est écartée parce que, dérivant de l’unité de poids, le gramme, il est, 
a proprement parler une unité de capacité, dont la valeur, en toute 
rigueur est 1,000.027 cm? (8). 

C’est cependant par souci de rigueur que le ml a été proposé par les 


(1) P. Lipinz, Ces Annales, 1946, 72, 658. 
(2) A-R. Prevor, ces Annales, 1946, 72, 675. 
(3) Distinction établie par trois investigations expérimentales qui ont été 


exposées dans: Travaux et Mémoires du Bureau International des Poids 
et Mesures, 1910, 44. 
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savants américains. En effet, ce que nous mesurons généralement au 
moyen d’éprouvettes, de burettes ou de pipettes graduées, au moyen 
de flacons ou de pipettes jaugés, ce sont des capacités et non pas des 
volumes. En effet, l’étalonnage de cette verrerie est effectué par pesée 
de liquide de densité connue y contenu ; les graduations que portent 
ces appareils représentent donc bien des ml. et non pas des cm?, a 
moins, bien entendu, qu’on ait tenu compte, au cours des corrections 
indispensables (densité, température, pression, etc.), du fait que la 
valeur d’un ml. ainsi rectifiée aprés mesure directe, est, en réalité 
égale 4 1,000.027 cm®. Il est inutile de dire que la précision des mesures 
ne permet pas cette derniére correction (4). 

Le but de nos remarques est, avant tout, de montrer que si l’emploi 
de cm® est justifié pour des raisons d’uniformité et de simplicité, on 
ne peut, au contraire, invoquer en sa faveur des raisons de rigueur 
scientifique. Celles-ci, au contraire, justifieraient l’emploi conjoint 
de cm® et de ml. ; l’usage de 1’un ou de l’autre de ces symboles dépen- 
dant théoriquement de la méthode d’étalonnage mise en ceuve et des 
corrections dont il a été tenu compte pour établir la graduation des 
appareils de mesure utilisés. 


(Laboratoires de Bactériologie et Parasitologie 
de la Faculté de Médecine, Université de Liége.) 


ETUDE D'UNE NOUVELLE ESPECE ANAEROBIE : 
LEPTOTRICHIA VAGINALIS n.sp. 


par F. PATOCKA et V. REYNES. 


L’examen bactériologique des sécrétions vaginales de femmes tchéco- 
slovaques atteintes de leucorrhée non gonococcique 4 Prague a permis 
d’isoler quatre souches apparteant a une nouvelle espéce anaérobie 
dont voici la description : 

Morphologie : Badtonnets élargis en fuseau a extrémités effilées ou 
arrondies, d’environ 7 4 8 y, de long sur 0,8 y, de large. Droits ou 
incurvés, ils sont rarement isolés, le plus souvent unis deux par deux 
ou formant de trés longs filaments enchevétrés. Si quelques uns de 
ces batonnets présentent un aspect homogéne, un grand nombre, sur- 
tout dans les cultures dgées, paraissent formés d’une membrane enfer- 
mant des segments fortement imprégnés de colorant qui donnent l’image 
tant6t de granulations réparties au nombre de 1 4 3 dans le corps bacil- 


(4) L’Ecole physico-chimique allemande, tout en reconnaissant la diffé- 
rence réelle qui existe entre centimétre cube et millilitre, constatant 
d’autre part que la précision des mesures géométriques atteint au 
maximum 0,1 p. 1.000, tandis que la différence entre centimétre cube et 
millimétre n’est que de 0,027 p. 1.000, recommande d’admettre, 4 titre de 
postulat pratique, que 1 cm’ est le volume occupé par 1 g. deau pure 
4 4°C et sous pression normale. — Oswatp-LurHer, Physiko-chemische 
Messungen, 5¢ éd. rev. par Drucker, 1931, 219. 
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laire, tantét de vacuoles séparées par des masses chromaffines. Dans cer- 
tains éléments les extrémités seules sont fortement colorées et le corps 
central parait vide. Ces bacilles sont immobiles, sans capsules ni spores, 
Gram-négatifs. Cependant les segments fortement colorés paraissent 
garder la coloration de Gram. 

Physiologie : Anaérobie strict. Température optima de croissance 
37°. Thermorésistance nulle. Longévité supérieure 4 trois semaines. Ce 
bacille réduit le rouge neutre et la safranine. 

Caractéres culturauz : Les cultures sont fétides mais non gazogénes. 
La croissance se fait dans les milieux usuels en l’absence de sérum. 
Cependant l’isolement et les premiéres générations nécessitent 1’addi- 
tion de sérum. En gélose profonde apparaissent des colonies puncti- 
formes qui deviennent lenticulaires, translucides et peuvent atteindre 
un diamétre de 2 mm. : elles sont alors lenticulaires et portent une 
excroissance de chaque cété. En eau peptonée, culture pauvre avec 
léger dépét. En bouillon VF glucosé, trouble homogéne abondant sans 
gaz, odeur iétide. La gélatine n’est pas liquéfiée, le lait n’est pas 
coagulé. Le sérum coagulé et la fibrine sont attaqués a l’exclusion des 
autres protéines coagulées. Les glucides suivants sont fermentés : glu- 
cose, saccharose, lévulose, galactose, sorbite. L’amidon est légérement 
fermenté. Pas d’action sur lactose, maltose, mannite et glvcérine. Les 
nitrates ne sont pas réduits en nitrites. 

Caractéres biochimiques : Il y a production, dans les cultures en 
bouillon, d’indol et de SH, en quantité importante, mais pas de scatol. 
En bouillon VF glucosé a 1 p. 100 on note 0,03 g. de NH, par 100 cm* 
et une quantité notable d’acides volatils consistant en un mélange a 
parties égales d’acides butyrique et acétique. Il y a formation égale- 
ment d’acide lactique, de crésol et d’acétyl-méthyl-carbinol. Par ailleurs 
ni amines volatiles, ni aldéhydes, ni alcool, ni cétones, ni phénol. 

Pouvoir pathogéne : L’une des souches n’avait aucun pouvoir patho- 
géne pour le cobaye et pour la souris. Les trois autres provoquaient 
chez le cobaye un cedéme douloureux qui, aprés deux ou trois jours 
donnait lieu 4 la formation d’une escarre séche. 

Position dans la systématique: la morphologie trés particuliére 
de ce germe le classe dans le genre Leptotrichia Trevisan qui comprend 
déja deux espéces : L. innominata et L. tenuis (1). Notre germe se 
différencie de L. innominata en ce que celui-ci est sérophile obliga- 
toire, micro-aérophile, gazogéne, avec colonies ramifiées et culture 
floconneuse en bouillon. Il se différencie de L. tenuis en ce que celui-ci 
est beaucoup plus petit, présente des sphéroides et a des colonies 
floconneuses. 

Il s’agit donc bien d’une espéce nouvelle, assez fréquente en Tchéco- 
slovaquie, pour laquelle nous proposons le nom de Leptotrichia vagi- 
nalis. 


(Institut Pasteur et Faculté de Médecine de Prague.) 


(1) A.-R. Privot, Manuel de Clussification des Anaérobies. 1 vol. Masson 
édit. Paris, 1940. 
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ETUDE D'UNE NOUVELLE ESPECE DE WE/SSERIA 
ANAEROBIE ISOLEE D'UNE VULVO-VAGINITE : 
N. VULVO-VAGINITIS&n.sp. 


par V. REYNES. 


Du pus d’une vulvo-vaginite chez une fille de cing ans (1), a été 
isolée, associée 4 Streptoc. lanceolatus, une Neisseria anaérobie qui ne 
peut étre identifiée 4 aucune espéce décrite. En voici la description : 

Morphologie : Cocci accolés deux par deux par leur surface plane, 
qui lors des premiéres cultures se présentaient rarement isolés et sou- 
vent en amas de 5 4 10 éléments, ou en chainettes de 2 a 4 éléments ; 
mais dans les subcultures on n’observe plus que des diplocoques et 
de rares chainettes trés courtes. Les dimensions sont trés voisines de 
celle de N. reniformis. Ces cocci sont immobiles, non encapsulés, aspo- 
rulés et Gram-négatifs. 

Physiologie: Anaérobie strit poussant bien A 35-37°, mais non 
a 26°. Thermo-résistance nulle (ne résiste pas 4 55°). Longévité supé- 
rieure & deux mois. Pouvoir réducteur faible (ne réduit ni rouge 
neutre, ni phénosafranine). 

Caractéres culluraux : Les cultures ne sont pas gazogénes. Elles ont 
une odeur rance légérement désagréable. En gélose profonde : colonies 
petites, particulierement denses dans la zone critique. En eau pep- 
tonée, culture trés maigre, en grumeaux qui s’agglutinent au fond 
du tube. En bouillon glucosé, trouble homogéne formé de trés petits 
egrumeaux et léger dépédt blanc. La gélatine est liquéfiée ; le lait est 
digéré, le sérum coagulé et la fibrine sont partiellement attaqués a 
l’exclusion des autres protéines. Aucun glucide n’est fermenté. Par 
la technique habituelle (eau peptonée additionnée de glucide) on 
n’observe pas d’acidification. Par la technique pondérale (dosage par 
la méthode de G. Bertrand) on confirme l’absence totale de fermenta- 
tion. Le nitrate de sodium n’est pas réduit en nitrite. 

Caractéres biochimiques : Dans les cultures on met en évidence SH?, 
mais ni indol ni scatol. En boullon VF glucosé 4 1 p. 100 on décéle 
0,06 g. de NH® et 0,1 g. d’acides volatils pour 100 cm* de culture: 
mélange d’acides propionique et acétique dans la proportion de 1/20 ; 
ni acide lactique, ni acide succinique ; présence d’amines volatiles, 
d’aldéhydes et d’acétone, mais pas d’alcool, ni d’acétylméthylcarbinol, 
ni de phénol, ni de crésol. 

Pouvoir pathogéne : Nul pour la souris et le cobaye. Les cultures ne 
contiennent pas d’hémolysine. 

Position dans la systématique : La morphologie de ces cocci se pré- 
sentant en diplocoques isolés ou en courtes chainettes, Gram-négatifs, 


(1) Ce cas nous a été adressé par le Dt Bocace, médecin consultant, et 
Mle Bourcart, chef de laboratoive de lhdpital Pasteur, que nous remer- 
cions vivement 
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les fait classer dans le genre Neisseria qui comprend jusqu’ici trois 
espéces anaérobies : N. reniformis, N. orbiculata et N. discoides (2). 
L’espéce que nous venons de présenter se différencie d’emblée des 
trois précédentes. par la digestion du lait et la liquéfaction de la géla- 
tine et aussi par d’autres caractéres que l’on peut résumer ainsi : 


GAZ INDOL | GELATINE LAIT GLUCOSE LONGEVITE 


N. reniformis. . . 0 + Non Non |Fermenté.| Courte. 
liquéfiée. | coagulé. 

N. orbiculata. . . 0 0 Non Non |Fermenté.| 8 jours. 
liquéfiée. | coagulé. : 

N. discoides . . .}) + 0 Non Non Non 8 jours. 
liquéfiée. | coagulé.| fermenté. ‘ 

N. vulvo-vaginitis. 0 0 |Liquéfiée.| Digéré. Non 2 mois. 

fermenté. 


Cette Neisseria répond donc a une espéce nouvelle, netlement auto- 
nome, que nous individualisons sous le nom de Neisseria vulvo- 
vaginitis, étant jusqu’ici la seule espéce du genre qui liquéfie la géla- 
tine et digére le lait. 


(Institut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


ETUDE D'UNE NOUVELLE ESPECE ANAEROBIE 
DE COTE D'IVOIRE : /WFLABILIS MANGENOTI n.sp. 


par A.-R. PREVOT et J. ZIMMES-CHAVEROU. 


Au cours d’une prospection bactériologique des sols de 1’A. O. F., 
des prélévements ont été effectués dans la forét primaire du Banco, 
réserve naturelle intégrale située en bordure de la lagune Ebrié, non 
loin d’Abidjan, Céte d’Ivoire. L’anaérobie que nous décrivons ici a été 
isolé d’un fond marécageux situé dans la parcelle 9, en contre-bas de 
la route du Gouverneur-Reste. Dans le méme prélévement ont été isolées 
également plusieurs souches de Bacillus et de Clostridium sporogenes, 
variété africanum. Voici la description du nouvel anaérobie isolé : 

Morphologie : Dans les milieux liquides, batonnets courts et trés épais 
a extrémités arrondies et se présentant le plus souvent en chainettes. 
Les éléments sont souvent ovoides. Il mesure alors 3 A 4 y. de long sur 
1,6, 4 1,8, de large. Dans les géloses les batonnets sont beaucoup 
plus longs :6 a 8 y et souvent en chainettes ou en filaments. Immo- 
bile, acilié, Gram-positif, sporulé (spores clostridiennes). 

Physiologie : Anaérobie strict ; température optimum, 37°. Thermo- 
résistance trés faible : trois minutes a 70°. Longévité supérieure A 


(2) A.-R. Prévor, Manuel de Classification’ des Anaérobies, 1 vol. Masson 
édit, Paris, 1940. : 
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quatre mois. Réducteur (rouge neutre viré en vingt-quatre heures défi- 
nitivement, mais safranine non réduite). 

Cultures : En gélose profonde, colonies irrégulitres 4 contours ouatés, 
parfois arborescentes ; peu de gaz. En eau peptonée, culture en gru- 
meaux blancs ne troublant pas le milieu et se déposant trés rapide- 
ment. En bouillon glucosé, culture floconneuse abondante, se déposant 
en un amas visqueux en vingt-quatre heures ; peu de gaz, odeur fétide. 
La gélatine est liquéfiée en vingt-quatre heures ; le lait est digéré dans 
le méme temps. Le sérum coagulé, la fibrine et le blanc d’ceuf coagulé 
sont lentement attaqués et deviennent transparents, mais ne sont pas 
liquéfiés. Le glucose et le maltose sont fermentés ; le lactose, le galac- 
tose, l’arabinose et l’amidon ne le sont pas. Les nitrates ne sont pas 
réduits en nitrites. 

Biochimie : La fermentation du bouillon VF glucosé 4 1 p. 100 pro- 
duit de l’indol, un peu de scatol, beaucoup d’SH, ; 0,032 g. d’NH, p. 
100 cm® de culture ; une forte acidité volatile constituée par des acides 
acétique et valérianique a parties égales; de l’acide lactique; des amines 
volatiles et des alcools. 

Pouvoir pathogéne : Absolument nul pour le cobaye. Ni toxine, ni 
hémolysine. 

Taxonomie : Batonnet immobile, Gram-positif, & spores clostridiennes 
cet anaérobie appartient au genre [nflabilis P. (1). Etant gazogéne et 
protéolytique, il doit étre comparé aux espéces I. satellitis, I. indolicus 
et I. talis (2). Cette comparaison est résumée dans le tableau suivant : 


a rs z B a} R S a 
% 3 = < BE |e 2 bo 
g = < = = | @| TYPE FERMENTAIRE | © ¢ 
5 g Serle aces! edo as 
. salellitis . .|Lenticulatres.| Trouble. ? % + | Acéto-butyrique. | ++ 
. talis . . . .\Lenticulaires.| Trouble. |Réduite.| Réduits.| 0 0 Gapre-preplonigue + 
actique. 
. indolicus. .|Arborescentes} Trouble | Non _ | Réduits.| Traces.) 0 | Acéto-butyrique 0 
visqueux.| réduite. lactique. 
. mangenoti . Ouatées Flocons | Non Non + | 0 |Acéto-valérianique| 0 
et arhorescentes. |visqueux.] réduite. | réduits. lactique. 


i 


On voit que, nettement différent des deux premiers, il se rapproche 
un peu du troisiéme, dont il différe par sa culture en flocons ne irou- 
blant pas le milieu, la non-réduction des nitrates en nitrites et le type 
fermentaire acéto-valéro-lactique. Il s’agit donc bien d’une espéce nou- 
velle,. pour laquelle nous proposons le nom d’Inflabilis mange- 
noti n. sp. (8). 


(1) A.-R. Privor, Manuel de Classification des Anaérobies. 1 vol. Masson, 
édit. Paris, 1940. 

(2) A.-R. Privor, Etude de quelques bactéries anaérobies nouvelles ou mal 
connues (4 paraitre dans ces Annales, 1947). 

(3) Dédiée au professeur Mancenor, directeur de l'Institut intercolonial 
d’Adiopodoumé, dont T’aide amicale nous a permis de réaliser cette pros- 
pection des sols de lA. O. F. 
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Ges recherches sur les anaérobies des sols de 1’A. O. F. nous ont 
montré que les espéces nouvelles y abondent. Celle-ci est la premiere 
que nous avons isolée, une deuxiéme a été récemment décrite (4) et 
d’autres sont en cours d’étude. 


(Institut Pasteur 
et Institut Intercolonial de Recherches Scientifiques.) 


DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE DES INFECTIONS 
‘A SALMONELLA | 


ili. — LISOLEMENT DES SALMONELLA‘ PAR COPROCULTURE. 
ETUDE CRITIQUE DES METHODES MODERNES 


par L. LE MINOR, A. BONNEFOI et2J. GRABAR. 


Parmi les procédés utilisés par le laboratoire pour poser un dia- 
gnostic d’infection 4 Salmonella, certains se proposent de mettre en 
évidence l’agent pathogéne lui-méme, alors que d’autres font appel 
aux propriétés spécifiques des sérums. Nous avons rapporté précé- 
demment la technique du séro-diagnostic qualitatif (1) et celle suivie 
pour la détermination d’une Salmonella isolée d’un produit suspect (2). 

Dans ce travail, nous allons examiner les milieux utilisés pour ]’iso- 
lement d’un germe a partir des selles. L’hémoculture, en effet, néces- 
site un ensemble de conditions qui ne sont pas toujours aisément 
réunies : prélévement du sang en période fébrile, lorsque la tempéra- 
ture dépasse largement 39°, dés les premiers jours de la maladie ; dés 
la fin du deuxiéme septénaire, l’hémoculture est rarement positive : 
le prélévement doit ¢étre effectué stérilement, le transport doit per- 
mettre de conserver cette stérilité et se faire rapidement ; le rappel de 
ces exigences explique les difficultés de cette technique. 

La coproculture n’apparait pas simplement comme une technique 
de doublage de ’hémoculture, mais par la simplicité du protocole 
suivi, par sa valeur, elle doit, si elle est utilisée plus largement, 
rendre de réels services. Les travaux récents, en France, de Le 
Minor (8), Sohier, Grégoire, Roulin et Béthoux (4), Roland (5), 
montrent bien ]’intérét qu’elle suscite. Elle permet de poser un dia- 
gnostic de Salmonellose, et, de plus, de détecter les porteurs de 
germes, se révélant ainsi d’un grand secours & 1’épidémiologiste. 


(4) A.-R. Prtvor, C. R. Acad. Sci., 1946, 223, 1035. 

(1) A. Bonneror et J. Grapar, ces Annales, 1946, 72, 719. 

(2) J. Grapar et A. Bonneror, ces Annales, 1946, 72, 745. 

(3) Le Minor, La recherche des bacilles typhiques et paratyphiques dans 
les selles. Etude critique des différentes méthodes. Thése Paris, 1945. Pey- 
ronnet, édit. 
an Sommer, J. Gricorre, G. Routin et R. Birnoux, ces Annales, 1946, 


(5) F. Rotanp, ces Annales, 1946 ; ces Annales, 1947, 73, 68. 
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Nous avons examiné comparativement : 

1° Les milieux d’isolement de Drigalski, Wilson-Blair, Kristensen, 
Lester et Jiirgens, S. S. americain ; 

2° Les milieux d’enrichissement de Wilson-Blair, Miller-Kauffmann, 
Leifson au sélénite. 

Les milieux anciens, milieux d’Endo ou de Drigalski, furent rapi- 
dement délaissés ; ils présentent le gros inconvénient de se laisser 
envahir par le Proteus. De méme, les milieux de Wilson-Blair, de pré- 
paration délicate, et qui nous ont donné des résultats inférieurs, 
furent aussi abandonnés. 

Nous avons utilisé des selles provenant, soit de malades atteints de 
fiévre typhoide, soit de convalescents, soit enfin des selles qui nous 
étaient adressées 4 tout hasard pour des infections indéterminées. 


PREPARATIONS DES MILIEUX (6). — 1° Milieux d’isolement. — A. Gélose 
au vert brillant de Kristensen, Lester et Jiirgens modifiée par 
Kauffmann. 

A 100 cm’ de bouillon gélosé 4 2,5 p. 100, de pH 7-7,2, que 1’on fait 
fondre, on ajoute : 

a) 5 cm® d’une solution aqueuse de lactose 4 30 p. 100 ; 

b) 4 cm* d’une solution de rouge de phénol de composition sui- 
vante : 


LON aia 3 eee cht ns na es totic te ey AS 40 cm* 
40 

RoUcendempienole wa am sents -nise tees =acicL chicken =e: ub ioe 

ail, distin ee Poe eesti Mise Seta Mee shoo) cera outs | ks 460 cm’ 


c) 0,15 cm* d’une solution aqueuse de vert brillant 4 0,5 p. 100 et 
l’on coule en boites de Petri. 

Ce milieu n’a pas besoin d’étre préparé stérilement. Il se conserve 
trés longtemps a la glaciére. Il a une teinte brun verdatre. Le coli- 
bacille pousse en colonies vertes, tandis que les Salmonella donnent 
des colonies rouges. Le Proteus n’envahit jamais le milieu, il donne 
des colonies muqueuses, jaunatres, parfois teintées de rose. 

B. Milieu S. S. (Salmonella Shigella) américain. 


Exteartdesviandew-meve-m-mmt amr tn- ne ue-in mein r- WT Tn- 5 g. 
Peptone Difco. ..... ais. g OSS Ol et Geer c 5 g. 
DVEROEO.oddeGeo-o 6 o-oo D oN fob > orate 6 Gro a 40 g. 
Sels biliaires Bacto (ou desoxycholate de soude). . . 8,5 g. 
(ou lie ale Inga), 6 55 6 5 6 « 400 cm: 
Citrate ferrigquemeaem eee tte ee) se) ss es 41g. 
Gélosemeu-n cmon. olay Ot of nate hacia eONarnno™ mcs 43,5 g. 
Vertebrillan temper. meen rat rince lee ce ncillotthe hel oh 0,23 mg. 
TROUSER oo On OOO oo BOO Os 0,025 g. 


pour 1 litre d’eau distillée. pH final: 7. 

La maison Difco livre le milieu complet en poudre dont il suffit de 
faire dissoudre 3,7 g. dans 100 cm® d’eau bouillante pour préparer 
instantanément une dizaine de boites de Petri. 

Colonies incolores: Salmonella Shigella. 


(6) Pour les autres milieux, nous renvoyons A la thése de Le Minor. 
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Colonies rouges : E. coli, Aerobacter. 

Colonies translucides & centre fortement teiné en noir: Proteus. 

2° Milieux d’enrichissement. — A. Milieu d’enrichissement combiné 
de Miiller-Kauffmann : 


Bouillonsdesviande sterile m -aeacm eer nein ues) ewer 90 cm 
Carbonate de Ca stérilisé . Sy EP Oe Se on 5 g 
Solution stérile dhyposulfite 4 50p.100 ....... 40 cm* 
Solution iodo-iodurée (20 gr. - IK 25 gr. - Eau distillée 

100 cme Ne "pas steriliser) sm emer mrcet tte nearer 2 cm* 
Solution aqueuse de vert brillant &21p.1.000...... 1 tem 
BilessterilesHAP ay cies, Ceeew dee oes Suen Ra: cements 5 cm 


Agiter et distribuer stérilement en tubes. Ce milieu se conserve trés 
longtemps. 
B. Milieu d’enrichissement au sélénite de Leifson (7) : 


Sélénite acide de soude anhydre (Se,03NaH)....... 4g. 
Phosphate de soudeyankydre sun ae e ule nes ree 
| LS OKO KS A eo iro, Segue eh nin Ms BSL Sick ars lo. os 0,5 g. 
IPSCO woo BS Hebe odes somemor ct endian a6 ieee 0,4 g. 
LOCH ae Me rnin aati? bore ae Olen cibba SO pois” wo. -Ge 0 100 cm* 


Stériliser par filtration. Répartir stérilement. 

I. — Valeur comparative des milieux de Drigalski, de Wilson-Blair 
et de Kristensen, milieux d’enrichissement de Miller-Kauffmann et 
Wilson-Blair. 

Examens portant sur 43 selles de provenance variée. 


SEE SS ST SS SI NLS ES STL ET IE I EST LE ETE IN, OTE ETI EI IS 


ENCEMENCEMENT D.RECT |. SEED SC Ee 
a partir du milieu d’enrichis-| , EDEN 
eur sement de \iuller-Kauffmann| 4 Partir du milieu liquide 
Sake de Wilson-Blair sur 
La] =| ia | 
= 6 f=] == oS a ~~ se a 
o x a ica a cA a ra a 
= ’ a = a a na Q | 
o g ® © r=] ® 3S : sy 
fof) ° > an ° TA a 2 
PI a a al D a 2 a a 
fas) = eI fa) ra PI ro e 
e S B 25 2 Ss : 
3 7 13 9 10 49 4 S) 43 


Par ensemencement direct, le milieu de Kristensen s’avére le meil- 
leur. Ce pourcentage des germes isolés croft encore si l’on ensemence 
les selles sur le milieu d’enrichissement de Miller-Kauffmann, puis 
si l’on proctde 4 un repiquage sur Kristensen. 

II. — Valeur comparative des milieux d’enrichissement de Miiller- 
Kauffmann et de Leifson au sélénite (culture de vingt-quatre heures 
puis repiquage sur Kristensen). 


(7) Leirson, Amer. J. Hyg., 1936, 24, 423. 
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Examens portant sur 57 selles de provenance variée. 


MULLER-KAUFFMANN LEIFSON 
9 3 
Iii. — Valeur comparative des milieux de Kristensen, modifié par 


Kauffmann, et S.S. Americain (total des résultats obtenus par ensemen- 
cement direct et aprés repiquage d’une culture de vingt-quatre heures 
sur Miuller-Kaufimann). 

Examens portant sur 42 selles d’origine variée. 


KRISTENSEN s.s. 


49 20 


IV. — Utilité de l’enrichissement. 

A partir de 200 selles diverses, nous avons isolé, par ensemen- 
cement direct sur milieu de Kristensen, 56 souches. Par ensemen- 
cement direct sur milieu d’enrichissement de Miiller-Kauffmann, puis 
repiquage sur Kristensen, 73, soit 17 de plus. Au total, nous avons 
isolé 73 fois le germe, en examinant 200 selles dont 107 provenant 
de malades atteints d’infections a Salmonella. 


Discussion. — Le milieu d’enrichissement qui nous donne les meil- 
leurs résultats est celui de Miiller-Kauffmann. 

Les deux milieux d’isolement a retenir, sont ceux de Kristensen et 
S. S. qui nous ont donné des résultats comparables. Le milieu de 
Kristensen est de préparation extrémement simple, 4 la portée de tous 
les laboratoires. Le virage du milieu est trés rapide. Dans la majorité 
des cas, une selle ensemencée le soir donne des colonies trés lisibles 
le lendemain matin, et facilement agglutinables directement sur 
plaque, par les immunsérums. 

Le S. S. est aussi un excellent milieu permettant, outre l’isolement 
des Salmonella, celui des Shigella. Malheureusement, le milieu sec 
préparé par Difco est trés rare en France et onéreux. De plus, il faut 
attendre au moins vingt-quatre heures pour avoir un virage net du 
milieu, et le pouvoir agglutinogéne des colonies est trés atténué, ce qui 
géne le diagnostic rapide par agglutination sur lame. On peut pré- 
parer soi-méme le milieu S. S., la difficulté réside dans la rareté du 
désoxycholate de soude qui peut étre remplacé par de la bile, mais 
c’est au détriment de la qualité du milieu. 


Conctuston. — Nous proposons d’ensemeucer la selle d’une part sur 
boite de Petri contenant soit le milieu de Kristensen, soit le S. S. ; 
d’autre part, un tube de milieu d’enrichissement de Miller-Kauffmann. 

Le lendemain, si la boite de Petri présente des colonies suspectes 
(rouges sur Kristensen, blanches sur S. S.), on procéde a l’identifica- 
tion : coloration, agglutination et recherche des caractéres biochi- 
miques. Sinon, on repique a 1’ése le milieu d’enrichissement sur une 
nouvelle boite de Petri contenant le milieu d’isolement. 
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RECUPERATION DE LA STREPTOMYCINE 
DANS LES URINES 


par A. LAMENSANS, F. BOYER et M¥e GREHIER. 


Nous nous trouvons aujourd’hui, avec la streptomycine, devant un 
probléme analogue a celui qui s’est posé pour la pénicilline 4 un 
moment ou nous ne disposions que d’une quantité de médicament 
trop faible pour entreprendre des essais cliniques satisfaisants. C’est 
pourquoi nous avons essayé de récupérer le précieux produit, cette 
fois encore, de l’urine de quelques rares malades traités 4 l’hdpital 
Claude-Bernard. 

Nous présentons ici une technique simple qui permet d’obtenir 
avec au moins 25 p. 100 de rendement un produit aussi actif et sans 
plus de toxicité que la streptomycine commerciale. 


1° R&coLTE DES URINES. — La streptomycine est beaucoup moins 
fragile que la pénicilline ; la collecte des urines et les opérations de 
récupération s’en trouvent grandement facilitées. 

L’urine des malades est recueillie dans des bocaux contenant 
quelques centimétres cubes de xyléne pour éviter une trop grande 
pullulation microbienne. Chaque jour, les urines sont réunies dans 
un grand récipient ; il est seulement nécessaire d’éviter 1]’entraine- 
ment des dépdts (phosphates, urates, etc.) génants pour l’adsorption ; 
le pH est ajusté a 7, si nécessaire, avec quelques gouttes d’acide chlor- 
hydrique pur. Un échantillon du mélange est prélevé dans lequel la 
streptomycine est dosée par les méthodes employées pour la pénicil- 
line (1). 


2° RécupERation. — Elle comprend trois parties : 

Adsorption de la streptomycine par du charbon actif, élution et 
concentration de |’extrait obtenu ; 

Précipitation de la streptomycine par l’acétone, lavage et séchage 
du précipité ; 

Préparation de solutions injectables. 

A. Obtention d’un extrait concentré. — Les urines apportées au labo- 
ratoire contiennent en général de 800 4 1.000 U. par centimétre cube 
de streptomycine. 

Adsorption. — Nous mettons en contact un charbon actif (S. A. 25 
de la Maison C. E. C. A.) a raison de 25 4 30 g. de charbon par litre 
d’urine traitée. Le mélange est agité mécaniquement pendant quinze 
minutes. La quantité de charbon actif doit étre suffisante pour que 
Vadsorbion soit compléte, mais sans excés, ce qui rendrait 1’élution 
difficile. 


Isolement du charbon. — L’urine contenant le charbon est filtrée 


(1) M™° Grumapacn a effectué tous les dosages nous permettant de contréler 
les opérations de récupération ; nous lui en exprimons notre gratitude. 
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au moyen d’une petite essoreuse-écrémeuse électrique dans les condi- 
tions avec lesquelles nous opérions pour la pénicilline (2). 

On préléve un échantillon de l’urine filtrée pour vérifier, par dosage 
biologique, qu’elle ne contient plus de streptomycine. Lorsque 1’urine 
cesse de couler, on verse de l’eau dans l’essoreuse pour laver le charbon 
a raison d’un tiers environ du volume de l’urine traitée. Il faut 
attendre, pour arréter l’essoreuse, que le charbon soit bien sec. 


Elution. — Nous employons comme éluant le mélange suivant : 
ACOO) SENSU AGA NGS OUP AEN BM BME. GS a edo a Seer 99 em? 
Acide chiorbydtigitespuine = sis emi rues) cose 1 emé 


Dans un bailon, nous mettons le charbon bien sec et un volume 
de |’éluant égal & environ 20 p. 100 du volume de lurine traitée. Le 


JOURS 


cloRnwruNn an evo 


COMMERCIALE RECUPEREE 


Fic. 1. — Chaque colonne représente une souris. 
La survie est indiquée en jours par la hauteur des colonnes. 


mélange est agité mécaniquement pendant au moins trente minutes. 
Il y a intérét & ce que le charbon soit bien sec pour ne pas abaisser 
par trep le titre de l’alcool d’élution. Le mélange est filtré sous vide, 
le gdteau de charbon est rincé sur le filtre avec 100 4 200 cm* du 
mélange alcool-acide. On obtient un liquide limpide de pH 4 environ. 
Le pH est ajusté 4 6,8 par addition de petites quantités de bicarbo- 
nate de sodium solide ; le liquide, aprés une agitation soigneuse, est 
filtré. 

Concentration du liquide d’élution neutralisé. — Elle a pour but 
d’obtenir l’extrait sous un volume assez réduit pour ne pas nécessiter 
Vemploi de trop grandes quantités d’acétone lors de la précipitation. 
Nous concentrons sous vide dans un ballon ordinaire, 4 une tempé- 
rature ne dépassant pas 25-30° C jusqu’a un volume approximatif 
de 50 ecm?. 

B. Précipitation. — L’extrait concentré contenant la streptomycine 
sous forme de chlorhydrate est placé dans un vase a précipitation de 
1 litre. Le ballon est rincé avec quelques centimétres cubes d’alcool 


2) T.-J. Trérouit, N. Beauverars, A. Lamensans, Bull. Soc. Chim. Biol., 
1945, 27, 488. 
Annales de Utnstitut Pasteur, t. 73, n° 6, 1947. 40 
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méthylique pur qui sont joints a l’extrait. On verse alors environ 
huit volumes d’acétone technique (anhydre si possible) ; le mélange 
devient laiteux en méme temps qu’un liquide visqueux jaunatre se 
rassemble au fond du vase A précipitation. Il faut laisser en contact 
le temps nécessaire pour que le mélange redevienne limpide ; en pra- 
tique, on abandonne A la glaciére pendant quelques heures. 

Isolement de la streptomycine. — La liqueur surnageante est 
décantée et filtrée sur papier. Le précipité, trés hygroscopique et le 
plus souvent a l'état pateux ou méme visqueux, est lavé avec de l’acé- 
tone anhydre, puis séché dans le vide sulfurique. 

C. Préparation de solutions injectables. — Mise en solution. Le pro- 
duit séché est dissous dans le minimum de sérum_ physiologique 
nécessaire pour obtenir une liqueur limpide (environ 20 cm). On 
filtre. Le pH de la solution est vérifié, il doit étre de 6,8-7 et ajusté, 


10 
9 
&.8 
ce} 
5 7 
6 
Ss 
4 
3 ie 
2 it 
4 we 1 ¢ 
te) i SB ees hh 1 UR TRA eRe 
E STREPTOMYCINE, . 
aU COMMERCIALE RECUPEREE 
Fic. 2. — Chaque colonne représente une souris. 


La survie est indiquée en jours par la hauteur des colonnes. 


si nécessaire, en utilisant, soit une solution saturée de CO,HNa, soit 
de CIH au 1/10. Un échantillon est prélevé pour titrage. Les solutions 
de streptomycine récupérée ainsi obtenues titrent souvent de 50.000 
a 100.000 U. par centimétre cube ; elles sont ramenées A une concen- 
tration de 50.000 U. par centimétre cube par dilution avec du sérum 
physiologique. 

Stérilisation. — Bien que beaucoup plus stables que celles de la 
pénicilline, les solutions de streptomycine ne peuvent étre stérilisées 
par la chaleur et, comme pour la pénicilline récupérée, nous passons 
les solutions sur filtre Seitz. Les solutions stériles sont réparties en 


ampoules de 5 cm* qui contiennent ainsi 250.000 U. de streptomycine 
récupérée. 


3° ConTROLES DE ‘TOXICITK ET p’activiTh. — Toxicité. — En ce qui 
concerne les préparations de streptomycine commerciale, une souris 
de 20 g. doit supporter sans trouble : 

Soit : 2.000 U. dissoutes dans 0,2 cm? d’eau physiologique et injec- 
tées dans la veine de la queue, 


Soit : 4.000 U. dissoutes dans 0,5 cm* d’eau physiologique et injectées 
dans le péritoine. 
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De la streptomycine récupérée la souris a supporté sans trouble : 

3.000 U. (voie intraveineuse) dissoutes dans 0,3 cm? d’eau_physio- 
logique 4 la condition que Vinjection soit trés lente (1/20 de centi- 
métre cube par minute), mais cette condition existe également pour 
la streptomycine commerciale ; 

5.000 U. (voie intrapéritonéale) dissoute dans 0,5 cm* d’eau physio- 
logique. 

Ceci montre que la streptomycine récupérée n’est pas plus toxique 
que la streptomycine commerciale, au contraire. 

Etant donné que nous traitions des urines de malades atteints de 
tuberculose, nous avons conservé les souris qui avaient servi A ces tests 
pendant au moins un mois: aucune n’a_ présenté de lésion tuber- 
culeuse. 

Activité. — Nous avons contrélé l’activité de la streptomycine récu- 
pérée comparativement a celle de la streptomycine commerciale sur 
des souris infectées avec du steptocoque et du colibacille. 

Sur le streptocoque. — Des souris regoivent par voie intrapérito- 
néale 10.000 doses minima mortelles d’une culture de bouillon ascite 
au tiers a4gée de dix-huit heures, de streptocoque hémolytique Dig. 7. 
8 souris non traitées servent de témoins. 10 souris sont traitées avec 
de la streptomycine commerciale et 10 autres avec de la_ strepto- 
mycine récupérée. Chaque souris traitée recoit 2.000 U. de strepto- 
mycine, en deux injections sous-cutanées par jour, ceci pendant deux 
jours consécutifs ; elle est examinée pendant dix jours. Les témoins 
sont tous morts en vingt-quatre heures. Pour les streptomycines com- 
merciale et récupérée, le nombre de souris survivantes est le méme 
(Voir fig. 1 et 2). 

Sur le colibacille. — Des souris recoivent, par voie intrapéritonéale, 
10.000 doses mortelles d’une émulsion dans la mucine d’une culture 
de coli Monod. Le nombre de souris est de : 8 témoins, 10 traitées par 
la streptomycine commerciale et 10 traitées par la streptomycine 
récupérée. Chaque souris traitée recoit pendant deux jours consécutifs : 
800 U. par jour en deux injections sous-cutanées. 

Tous les témoins meurent en vingt-quatre heures. L’activité des 
deux streptomycines (commerciale et récupérée) semble bien compa- 
rable (voir figure). 

1 ok 
* * 


Tant par sa faible toxicité que par son activité in vivo la strepto- 
mycine récupérée répond parfaitement aux conditions posées pour la 
streptomycine cristallisée. Nous espérons que, vu la rareté du produit 
commercial, la streptomycine récupérée apportera une modeste mais 
utile contribution aux études de laboratoire et aux essais cliniques. 


Résumé. — La streptomycine peut se récupérer dans l’urine par 
adsorption sur charbon, élution par un alcool acidifié, précipitation 
par l’acétone. On obtient, avec un rendement d’au moins 25 p. 100, 
un produit comparable, aux points de vue toxicité et activité, A la 
streptomycine cristallisée. 


(Laboratoire de Chimie thérapeutique, Institut Pasteur.) 
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PRODUCTION DE PENICILLINE PAR CULTURE 
D'UN PENICILLIUM CHRYSOGENUM, SUR DES MILIEUX 
A BASE DE LACTO-SERUM 


par G. SANCHEZ, F. BOYER, F. GRUMBACH et A. LAMENSANS. 


La plupart des milieux de culture employés actuellement pour la 
production de la pénicilline utilisent le lactose comme glucide. Le 
sérum d’égouttage de fromagerie, sous produit souvent inutilisé, 
contient la presque totalité du lactose du lait. Nous avons fait nous- 
mémes, au laboratoire, un sérum d’égouttage dans les mémes condi- 
tions qu’en fromagerie, mais en employant du lait écrémé en place 
de lait entier frais. Nous avons préparé des milieux de culture 4 partir 
de ce sérum de lait. Nous avons cultivé un Penicillium chrysogenum 
sur ces milieux et nous avons extrait, avec un bon rendement, une 
pénicilline active. 


PREPARATION DU LACTO-SERUM. — Dix litres de lait écrémé (acidité 
exprimée en acide lactique, 1,8 g. par litre) sont ensemencés avec un 
levain lactique et emprésurés. Aprés douze heures d’étuve 4 25°C 
Vacidité est de 3 g. par litre. Le caillé est alors brisé et égoutté dans 
une étamine pour recueillir le sérum. Ce sérum est chauffé a ]’auto- 
clave 4 120°C: albumine et caséine sont coagulées et éliminées par 
filtration sur papier chardin. Le filtrat est un liquide verddtre, lim- 
pide, contenant le lactose et Jes sels minéraux du lait. 


PREPARATION DES MILIEUX DE CULTURE. — Avec le lacto-sérum comme 
produit de base, nous avons préparé trois milieux différents : 
Milieu I: 


Nitrate de. Nawtihedt tears et. cha ee 3 
Phosphate monowk. Giese een, -- 5 ue soe eee 0,5 
SOOM eee sy oe) Ona oty oe 8 eee oe ae ta ea 0,25 
SOUT ree Fe te ee ee a ee 0,05 
Laecto-sérum scene eee eee Q.5. p. 1000 cm’ 


Les sels sont dissous dans le lacto-sérum. On précipite & 120°C A 
Vautoclave. Le milieu est ajusté & pH 6, et réparti dans des bouteilles 
4 gros col, 4 raison de 200 cm® par flacon, puis stérilisé A ]’autoclave 
pendant vingt minutes 4 115°C. 


Milieu II: 
Nitrate de Na curd 385-5. eu ceo eee eee ee 3 
Phosphatelmono skal eee ee ee 0,5 
SOE ee, ee eee 0,25 
SO8Zn. 3. oP Ee AEs nme crane) Pea 9,05 
Corn'steepiliquory.e= eon ht eee 80 cm? 
Lacto-sérum . 00) te. nets Gh) pene QS. p. 1000 cm? 


Les sels sont dissous dans le lacto-sérum ; le corn steep liquor est 
ajouté et le pH ajusté a 7,2. 
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Aprés avoir porté & 120°C pendant vingt minutes, nous ajoutons 
a chaud 5 g. de charbon actif que nous laissons en contact pendant 
trente minutes. Nous filtrons et ramenons A pH 6. Le bouillon est 
réparti et stérilisé comme précédemment. 

Milieu III: Méme composotion que le milieu II; en plus des sels 
on ajoute 1 g. par litre d’acide phénylacétique. Le mode de prépara- 
tion est le méme. 


PRODUCTION DE LA PENICILLINE SUR LES MILIEUX AU LACTO-SERUM, — 
Ensemencement. — Nous utilisons un Penicillium chrysogenum, 
souche 352-17, & partir d’une culture de cinq jours A 24°C sur gélose 


4 


Su lO mind Darn eaeIOMMEIS Naz Olma 22n- 24n 26 pO NNEGOm (S20, 834 SG 
JOURS 
Fic. 4. — 4, milieu lacto-sérum + sels; 2, milieu lacto-sérum + sels + corn 
steep; 3, milieu lacto-sérum + sels + corn steep + acide phénylacétique; 4, 
milieu Raistrick sans acide phénylacétique; 2, milieu Raistrick avec acide 
phénylacétique. 


haricot-saccharosée. Les spores sont ensemencées sur le milicu de spo- 
rulation suivant : 


GIN CODING He mtintes? inc) Sard SSRs Abcubebel sine. Hoael Fete ars 7,5 
NERO S US oot Ge Gee ares GRE cr Ronen Soeeren Ore ere tees Hees 
MNOS WHOM IN 5 656 5 65 6 8 6 OO A OO oes 0,05 
DENK “5 TSM ae bey Aas eo a e aishaha fk Sas 2 5 

ING MOLY “aCe Sr als Peon a wren eae ON Sh ee 4 
SOS Cue i et ee er ete a ae EN erty car (EERE 0,004 
SOL om er 2 TAINED. ET D aPe  T DANS pjrd 0,002 
Bae eet ee Tyee ea aes ss heh RY See: Q.8. p. 1000 em’ 


Aprés sept jours d’étuve 4 27°C les spores sont émulsionnées dans 
l'eau physiologique. Chaque flacon contenant 200 cm? de milieu au 
lacto-sérum recoit aseptiquement 1 cm’ d’émulsion et, aprés agitation, 
est placé a l’étuve a 24°C. 

Développement de la culture. — Sur ces trois milieux au_lacto- 
sérum le début de la culture du Penicillium est trés lent, des colonies 
flottantes apparaissent ; la surface des milieux n’est entiérement cou- 
verte de mycélium que vers le sixiéme jour. 

Variation du pH des milieux au cours de la culture (fig. 1). — 
Les trois milieux étudiés subissent sensiblement les mémes variations 
de pH: 

A l’ensemencement, tous les milieux sont ajustés 4 pH 6 ; 
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Au sixiéme jour de la culture le pH monte a 7,5 et s’y maintient 
jusqu’au quinziéme jour ; 

Les huit jours qui suivent, le pH redescend vers 7 ; cette chute cor- 
respond A la période de production maxima de la pénicilline (dix- 
huitiéme au vingt et uniéme jour) ; 

Enfin le pH remonte progressivement pour attcindre 8-8,5 vers le 
trente-sixiéme jour lorsque le titre en pénicilline est nettement en 
diminution. 

Par comparaison, avec la méme souche, sur milieu de Raistrick 
(sels + corn steep + lactose) avec ou sans acide phénylacétique mais 
sans lacto-sérum, la courbe du pH est une droite qui monte régulié- 
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Fic. 2. — 4, milieu lacto-sérum + sels; 2, milieu lacto-sérum + sels + corn 
steep; 3, milieu lacto-sérum + sels + corn steep + acide phénylacétique; 4, 
milieu Raistrick sans acide phénylacétique; 5, milieu Raistrick avec acide 
phénylacétique. 


rement et rapidement sans présenter de baisse au moment de la pro- 
duction maxima de pénicilline. 

Production de la pé€nicilline (fig. 2). — Avec le milieu I (lacto- 
sérum + sels) : La production de pénicilline commence vers le sixiéme 
jour (10 U. par centimétre cube), elle s’accroit progressivement pour 
atteindre 47 U. par centimétre cube au quatorziéme jour et son 
maximum (80 U. par centimétre cube) qui se maintient du dix- 
huitiéme au vingt et uniéme jour. Elle baisse ensuite lentement et 
réguliérement, mais on trouve encore 20 U. par centimétre cube au 
trente-cinquiéme jour. 

Avec le milieu II (lacto-sérum + sels + corn steep): Dés le début, 
la production de pénicilline est plus importante et plus rapide ; le 
huitiéme jour elle atteint déja 60 U. par centimétre cube. Au qua- 
torziéme jour on trouve 100 U. par centimétre cube et le maximum 
se maintient du dix-huitiéme au vingt et uniéme jour avec 140 U. 
par centimétre cube. La teneur en pénicilline baisse ensuite lente- 
ment pendant quatre 4 cinq jours pour tomber rapidement a 10 U, 
par centimétre cube au trente-cinquiéme jour, 
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Avec le milieu III (lacto-sérum+sels+corn steep+acide phénylacé- 
tique) : La courbe de production est sensiblement la méme que celle 
du milieu précédent, mais le maximum atteint est plus élevé : 200 U. 
par centimétre cube. 

Par comparaison, avec la méme souche, sur milieu de Raistrick, avec 
ou sans acide phénylacétique, le maximum de production est atteint au 
dixieme jour pour redescendre brusquement, sans présenter de plateau, 
comme avec le lacto-sérum ; le milieu contenant de l’acide phénylacé- 
tique présente cependant un maximum beaucoup plus élevé que celui 
sans acide phénylacétique mais ne se maintenant que trés peu de temps. 


Exrraction. — Nous avons extrait de ces milieux, par une méthode 
simple et avec un rendement minimum de 70 p. 100, une pénicilline 
dont l’activité s’est révélée légérement supérieure A celle des échan- 
tillons de pénicilline commerciale. 

Les milieux de culture, & leur maximum de production (dix-huitiéme 
au vingtiéme jour), sont soutirés et filtrés pour éliminer les fragments 
de mycélium et toutes impuretés qui pourraient nuire au bon rende- 
ment de |’extraction. 

La méthode d’extraction utilisée est la méme dans ses grandes lignes 
que celle qui a été décrite pour la récupération de la pénicilline (1). 
Les opérations comprennent deux temps: A. Adsorption sur charbon 
actif ; élution par l’acétone aqueuse et concentration sur 1|’éluant. 
B. Purification de |’extrait concentré. 

A. Adsorption. — Le milieu de culture devenu clair aprés filtration 
est additionné de 1,5 p. 100 de charbon actif (S. A. 25 de la Maison 
Ceca). Le mélange est brassé mécaniquement pendant quinze minutes 
et filtré sur une essoreuse-écrémeuse. Le charbon est ensuite lavé avec 
une petite quantité d’eau (1/10 du volume des milieux traités), et 
séché. 

Elution. — Le charbon sec est mis en contact avec de l’acétone 
aqueuse A 80 p. 100 d’acétone en volume. Nous utilisons un volume 
d’éluant égal a 60 p. 100 du volume des milieux. Le mélange est 
agité mécaniquement pendant quarante-cing minutes 4 une heure, et 
filtré sur Buchner. Le gateau de charbon est encore rincé avec 1/10 de 
volume d’acétone aqueuse. Nous obtenons ainsi en une seule opéra- 
tion au moins 80 p. 100 de la pénicilline présente dans les milieux 
de culture. 

Concentration. — Le liquide d’élution est dislillé sous vide 4 une 
température maxima de 25°C. Cette opération de concentration a 
pour but d’éliminer l’acétone tout en la récupérant. On arréte la dis- 
tillation lorsque la pénicilline se trouve uniquement en milieu aqueux. 

B. Purification. — Principe: Extraction de la pénicilline par le 
chloroforme 4 pH 2 et passage au se] de sodium par agitation au chlo- 
roforme avec une solution de bicarbonate de soude. 

Technique : L’extrait concentré, refroidi dans un mélange glace-sel, 
est acidifié A pH 2 avec un sel minéral (SO,H, dilué), et agité deux 
ou trois fois avec de petites quantités de chloroforme 4 —10°C, Les 
portions de chloroforme décantées et réunies sont ensuite épuisées par 


(1) T.-J. Trérovit, N. Beauceanp, A. Lamensans, Bull. Soc. Chim. Biol., 
1945, 27, 488. 
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de petits volumes d’une solution aqueuse de bicarbonate de soude 
4 1 p. 100 jusqu’&é ce que le pH moyen des portions aqueuses réunies 
soit aux environs de 7. La solution neutralisée est filtrée. 

Stérilisation. — La solution de pénicillinate de sodium titrée et 
ramenée A la concentration voulue avec du sérum physiologique est 
stérilisée par passage sur filtre Seitz. 


CoxTROLE DE TOXIcITE ET pD’acTIvITE. — Tozicité. — Le produit: pré- 
paré répond parfaitement aux conditions posées pour la pénicilline 
commerciale, aussi bien pour les substances pyrétogénes que pour 
toute aulre impureté pouvant présenter une toxicité quelconque. 


Activité. — Nous avons essayé la pénicilline extraite des milieux au 
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fic. 3. — Chaque colonne représente une souris. 


La survie est indiquée en jours par la hauteur des colonnes. 


lacto-sérum comparativement a la pénicilline commerciale. Nous avons 
infecté des souris avec du streptocoque hémolytique, Dig. 7, culture 
en bouillon ascite au tiers agée de dix-huit heures, infection par voie 
intrapéritonéale, 10.000 doses minima mortelles. Dix souris servent 
de témoins et ne sont pas traitées. Des groupes de dix souris sont 
traitées avec chacun des produits extraits des trois milieux étudiés. 

Le tableau il] montre que les milieux au lacto-sérum produisent une 
pénicilline aussi active que la pénicilline commerciale et méme, en ce 
qui concerne le milieu contenant l’acide phénylacétique, nous avons 
un nombre de survies double de celui donné par la pénicilline témoin. 


ConcLusions. — Avec, comme élément de base, un sous-produit la 
plupart du temps inutilisé, le lacto-sérum de fromagerie, nous avons 
préparé des milieux de culture d’ou l’on peut facilement extraire une 
pénicilline trés active. Le faible prix de revient du milieu, et sur- 
tout le bon rendement d’une extraction trés simple, nous incitent 
a poursuivre l’étude de ces milieux. 


(Laboratoire des Fermentations. Laboratoire de Chimie thérapeutique, 
Institut Pasteur.) 
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